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« Bacillus anthracis »



Chapitre I : « Bacillus anthracis »

La maladie du charbon est une anthropozoonose connue depuis I’Egypte pharaonique :
elle est probablement responsable d’une des sept grandes plaies qui s’abattirent sur le pays au
temps de Moise (Exode, VII-XII). Durant I’ Antiquité, Virgile (70-19 av. J.-C.) fait référence a
la maladie dans les Géorgiques (Dirckx, 1981). En 302, Eusebe (265-340) décrit une
épidémie qu’il désigne sous le nom d’«anthrax » en observant les viscéres noirs sur les
cadavres d’animaux (anthrakos en grec signifie charbon). Au Moyen-Age, la maladie est
connue sur tout le continent européen et principalement en Grande-Bretagne ou elle recoit le
nom de « black bane ».

Au XIX®™ sidcle, les recherches tendent a caractériser et & décrire I’agent pathogene
responsable de la maladie. La présence de « batonnets » ou « filaments » dans le sang ou les
organes des individus infectés est toujours observée sans pouvoir prouver 1I’implication de ces
éléments dans l’infection charbonneuse. En 1850, Casimir-Joseph Davaine (1812-1882)
observe lui aussi ces « petits corps filiformes » ; treize ans plus tard il démontre 1’origine
bactérienne de la maladie du charbon (Davaine, 1863). C’est Robert Koch (1843-1910) qui,
en 1873, identifia et caractérisa 1’agent étiologique responsable de la maladie. Koch nomme le
pathogene Bacillus anthracis selon la classification systématique bactérienne alors établie par
le microbiologiste Ferdinand Cohn (Koch, 1876).

En 1879, Charles Chamberland (1851-1908) observe au cours de ses travaux
I’existence d’un état réfractaire chez les animaux guéris d’une premiere atteinte du charbon ou
d’une inoculation antérieure. Chamberland est alors directeur adjoint du laboratoire de Louis
Pasteur et ses recherches 1’aménent a obtenir des germes de B. anthracis a virulence atténuée
induisant une forme bénigne de la maladie menant a cet état réfractaire (c’est le principe de
I’immunisation). C’est en 1881 que Louis Pasteur (1822-1895), assisté de trois médecins,
Roux, Chamberland et Joubert, réalise 1’expérience de Pouilly-le-Fort (Figure 1): la
vaccination de moutons par une souche vivante atténuée (Pasteur et al., 1881 ; Chamberland,
1883). Quinze jours apres le deuxieme rappel, les moutons vaccinés deviennent résistants a
une infection par une souche virulente tandis que les moutons non vaccinés succombent tous

rapidement. L’expérience a un éclatant succes et ouvre le début de 1’¢re de la vaccination.



Chapitre I : « Bacillus anthracis »

Figure 1 : Représentation de
I’expérience de Pouilly-le-
Fort en mai 1881.

En 1890, Elie Metchnikoff (1845-1916) décrit les mécanismes de chimiotactisme et de
phagocytose de spores de B. anthracis par des cellules sanguines qu’il nomme
« macrophages », mécanismes qui seront a la base de la théorie de I'immunité cellulaire
(Metchnikoff, 1890). Metchnikoff ne se doute alors pas que ces interactions phagocytes — B.
anthracis seront par la suite au centre des études sur la pathogenese de la maladie du charbon.

Au milieu du XX siecle, deux découvertes importantes vont considérablement
accélérer la compréhension de la maladie : I’isolement de la souche vaccinale vétérinaire
Sterne et I'identification des toxines, facteurs de virulence de la bactérie. En 1937, Max
Sterne (1905-1997) isole une souche atténuée acapsulée et stable (Sterne, 1937a ; Sterne,
1937b) qui confere une immunité anti-charbonneuse efficace. C’est a partir de cette souche
atténuée Sterne que Smith, en 1961, parvient a isoler et a caractériser les trois facteurs
constituant les toxines sécrétées par la bactérie : I’antigene protecteur, le facteur cedématogene
et le facteur 1étal (tout d’abord nommés facteurs II, I et III, respectivement) (cf. § 2.2.)

(Stanley et Smith, 1961).
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1. Agent pathogene et cycle naturel

B. anthracis est une bactérie a Gram positif appartenent a la famille des Bacillaceae.
Cette famille regroupe les bacrtéries sporulantes des genres Bacillus et Clostridium (Claus et
Berkeley, 1980). B. anthracis est un membre du groupe B. cereus qui comprend également B.
thuringiensis, B. cereus stricto sensu, B. mycoides et B. weihenstephanensis (Priest et al.,
2004).

1.1.  Caractéristiques morphologiques : bacille et spore

Au cours de son cycle naturel, B. anthracis se présente sous deux formes : une spore
résistante et infectieuse, et un bacille - ou forme végétative - permettant la multiplication de la
bactérie (pour revue, (Mock et Fouet, 2001)).

B. anthracis est un bacille de 1,0 a 1,2 um de diamétre sur 3 a 5 um de longueur,
immobile et capsulé. Les bacilles se présentent sous une forme isolée ou en chainettes leur
donnant I'aspect de "cannes de bambou" (Figure 2). La bactérie a une croissance optimale en
conditions classiques aérobie ou anaérobie, a une température comprise entre 30 et 37°C et a
un pH entre 7 et 7,4. Sur milieu gélosé riche (type gélose au sang), la bactérie forme des
colonies larges, plates, rugueuses et a bords dentelés (type «rough » ou R), tandis que sur
milieu enrichi en sérum et en présence de bicarbonate et de CO,, le bacille synthétise sa
capsule et les colonies deviennent petites, lisses et brillantes (type « smooth » ou S).

La bactérie est capable de former des endospores en conditions spécifiques : carence
nutritionnelle, aérobie et température comprise entre 18 et 42°C. Le processus de sporulation
des bactéries du genre Bacillus se décompose en 7 stades nécessitant 6 a 8 heures (Ryter,
1965 ; Stragier et Losick, 1996). La cellule végétative qui donnera naissance a la spore
représente le stade 0. Le stade I correspond a la réplication de ’ADN en deux chromosomes
et a leur ségrégation polaire. Au cours des stades II et III, une division cellulaire asymétrique
conduit a la formation de deux compartiments cellulaires inégaux. Le plus petit est la pré-

spore, localisée a un pole de la bactérie, et le plus grand correspond a la cellule mere ou
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sporange. A partir de ce stade, les deux compartiments posseédent leur propre matériel
génétique et leur propre devenir. Les stades IV a VI correspondent a une succession
d’apposition d’enveloppes autour de la pré-spore jusqu’a maturation complete de cette
derniere. Ils donnent naissance a la spore avec ses propriétés de résistance a la chaleur, aux
rayonnements et a une variété d’agents chimiques. Finalement, au stade VII, des enzymes
lytiques détruisent le sporange ce qui permet la libération de la spore présentant une forme

ovoide et mesurant de 0,75 a 1 um (Figure 2).

Figure 2 : A, Structure de la spore de B. anthracis (souche Sterne, acapsulée/toxinogéne) observée en
microscopie électronique a transmission (MET) (Brochier G., Service d’imagerie, CRSSA) ; B, Observation de
spores (astérisque) et de bacilles en chainette (fleche) de B. anthracis (souche p6gfp-Sterne) exprimant la gfp
(green fluorescent protein) en microscopie confocale (Cleret A., Quesnel-Hellmann A., Mathieu J., Tournier
J.N., microscope confocal Zeiss LSMS510, PLATIM Lyon); C, Culture de la souche CAFI0
(capsulée/atoxinogene) observée en microscopie optique apres coloration a I’encre de Chine. La capsule apparait
brillante (d’apres (Mesnage et al., 1998)) ; D, Structure de la capsule de la forme végétative de B. anthracis
(souche CAF10) observée en MET (d’aprés (Mesnage et al., 1998)).
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1.2.  Cycle biologique

Le cycle de vie de B. anthracis nécessite l’infection d’hotes mammiferes.
Schématiquement, les herbivores ingerent des spores présentes dans le sol. Les spores entrent
en phase de germination au sein de I’h6te pour donner naissance a la forme végétative de la
bactérie. Les bacilles proliférent et produisent les principaux facteurs de virulence que sont la
capsule et les toxines (cf. § 2.) ce qui va, in fine, conduire a la mort de 1’hdte. Apres la mort
de I’animal, le sang charbonneux noir et incoagulable, caractéristique de la maladie, s’écoule
par les orifices naturels. Les bacilles se retrouvent au contact de 1’air et entament le processus
de sporulation (Lindeque et Turnbull, 1994). Les spores persistent dans le sol jusqu’a un
nouveau cycle d’infection.

L’homme peut étre infecté apres contact avec des animaux ou des peaux contaminés

ou par ingestion de viande contaminée.

1.3. Ecologie

Si la maladie du charbon n'a plus un impact majeur dans les pays développés, quelques
foyers sont susceptibles d'apparaitre occasionnellement. Ainsi, deux foyers ont été signalés en
France au cours de 'année 1997 : 1'un dans le Béarn (mort de 21 vaches dans 9 élevages, trois
cas humains secondaires, un cas chez un chien) et I'autre en Savoie (mort d’une quarantaine
de bovins, pas de cas humains) (Sylvestre, 2003). A I’inverse, l'infection est endémique dans
les cheptels des pays de 1'Est, du pourtour méditerranéen, de 1'Asie du Sud Est, d'Afrique et
d'Amérique du Sud. L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime entre 100 000 et
200 000 cas humains par an.

Les risques de voir apparaitre des cas de charbon chez I'homme et 1'animal dans les
pays développés sont li€s a plusieurs facteurs (Tableau I). Tous ces éléments font que la

maladie du charbon reste présente dans de nombreux pays et pourrait resurgir sporadiquement

au sein de cheptels dans les pays développés.
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Tableau I : Causes de la résurgence possible de la maladie du charbon dans les pays développés (d’apres (Patra

etal., 1998)).
Domaine Causes de la résurgence possible de la maladie du charbon
d’application
abandon de la vaccination animale dans certaines régions
. méconnaissance de la maladie par les jeunes vétérinaires et les jeunes éleveurs
Vétérinaire
réintroduction de certains rapaces comme les vautours, insensibles au charbon mais
capables de disséminer les spores (principalement dans leurs feces) et nourris avec des
carcasses non contrdlées
raisons économiques qui conduisent a ne pas rechercher de maniere systématique les
. ) causes de la mort d’animaux dans un cheptel
Economique
non-enléevement des carcasses par l'équarrisseur lors de mort non définie et, tout
particulierement en raison du cofit, non-enleévement des carcasses des petits ruminants
reprise des abattages clandestins avec consommation familiale de la viande
Social reprise des enfouissements clandestins dans certaines régions
oubli de I'emplacement exact des "champs maudits”

* .
« champs maudits » :

emplacement de I’enfouissement de carcasses d’animaux contaminés.
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2. Les facteurs majeurs de virulence

B. anthracis produit deux facteurs majeurs de virulence : une capsule et deux toxines,

la toxine létale (LT, lethal toxin) et la toxine cedémateuse (ET, edema toxin).

2.1.  La capsule

2.1.1.  Caractéristiques

La capsule produite par B. anthracis est formée d'un polymere constitué d’acide y-D-
glutamique (PGA) (Hanby et Rydon, 1946). Elle est singuliere car les capsules bactériennes
sont généralement polyosidiques. Elle a aussi la particularité d’étre composée de polymeres
linéaires présentant 1’énantiomere D-glutamate uniquement, ce qui la rendrait peu
immunogene (Maurer, 1965 ; Goodman et Nitecki, 1967). De plus, chez B. anthracis, le PGA
présente des liaisons 7y entre ses résidus et est ainsi résistant aux protéases qui ne clivent que
les liaisons o-aminées des protéines (Candela et Fouet, 2006). Une élimination du plasmide
portant les genes de synthese de la capsule diminue la virulence de la bactérie chez les
herbivores et I’homme (souche Sterne). In vivo, la capsule permet a la bactérie de résister a la

phagocytose et donc d’échapper au systeme immunitaire (Zwartouw et Smith, 1956 ; Makino

et al., 2002).

2.1.2.  Synthese

La synthese de la capsule est gouvernée par I’opéron capBCADE situé sur le plasmide
pXO2. Les enzymes de synthese du PGA sont codées par les genes cap (capB, capC, capA et
capE) et par le gene dep (ou capD) (Candela et Fouet, 2005). Les fonctions des protéines
CapB, CapC, CapA et CapE ont été étudiées par comparaison avec leurs homologues chez

Bacillus subtilis (PgsB, PgsC, PgsAA et PgsE, respectivement) (Figure 3) (Ashiuchi et al.,
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2001). PgsB est impliquée dans 1’élongation du PGA et présente une activité ligase (Eveland
et al., 1997 ; Urushibata et al., 2002). Les fonctions de PgsC ne sont pas encore bien définies,
mais un mélange de PgsB et PgsC possede une activité ATPase, ainsi PgsC participerait a la
synthése du PGA (Urushibata et al., 2002). Enfin, une comparaison d’alignement de séquence
avec PgsAA suggere que CapA serait un transporteur de glutamate (Ashiuchi et al., 2001). Le
geéne dep ou capD code pour une quatrieme protéine, CapD (a 1’origine appelée Dep) dont
I’analyse de mutants a permis de montrer qu’elle était nécessaire a I’ancrage covalent du PGA
au peptidoglycane (Candela et Fouet, 2005). Elle présente aussi une activité dépolymérase
(Makino et al., 2002) et joue donc un role dans la régulation de la taille de la capsule.
Récemment, un nouveau peptide nécessaire a la synthese du PGA et codé par le gene capE a
été décrit (Candela et al., 2005). Ce petit peptide CapE joue probablement un role structural

en interagissant avec CapA.

Figure 3 : Représentation schématique de la synthése du PGA chez B. anthracis (A) et chez B. subtilis
(B). Chez B. anthracis la capsule est ancrée a la membrane tandis que chez B. subtilis, la capsule est sécrétée
(d’apres (Candela et Fouet, 2006)).
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2.2.  Les toxines

2.2.1.  Aspects généraux

Les toxines du charbon sont de type A/B ou la sous-unité A (activity), représentée par
les facteurs cedématogene ou 1étal, exerce 1’activité enzymatique de la toxine, et la sous-unité
B (binding), représentée par I’antigéne protecteur, se lie aux récepteurs membranaires.

Depuis longtemps, les capacités protectrices de I’antigéne protecteur (PA, protective
antigen) sont connues : le nom de PA vient de I'immunité protectrice engendrée par une
immunisation avec cette protéine (Gladstone, 1946 ; Wright et al., 1954).

L’existence d’une substance toxique produite par la forme végétative de B. anthracis a
été émise apres les observations de Keppie et de Smith (Smith et Keppie, 1954 ; Keppie et al.,
1955 ; Smith et al., 1955). Keppie et al. ont montré que la streptomycine guérit les cobayes
d’une infection jusqu’a un certain seuil de concentration de bactéries dans le sang. Quand ce
seuil est dépassé, les cobayes ne peuvent plus étre guéris méme si le nombre de bactéries est
considérablement diminué (Keppie et al., 1955). Smith et al. ont démontré la présence d’un
facteur 1étal dans le plasma de cobayes morts de la maladie du charbon en injectant ce plasma
par voie intra-péritonéale (i.p.) chez la souris ou le cobaye et en observant la mort des
animaux 12 heures apres 1’injection (Smith et al., 1955). IIs démontrent ainsi 1’existence de
substances toxiques sécrétées par les bactéries dans le sang.

Apres purification du facteur III, nommé par la suite facteur 1étal (LF, lethal factor),
I’action toxique de la toxine associée (PA + LF) a pu étre testée et reconnue sur les modeles
animaux (Stanley et Smith, 1961 ; Beall et al., 1962). Plus récemment, il a ét€ montré que la
toxine participe a la virulence puisqu’une souche mutée pour le gene codant LF est beaucoup
moins virulente chez la souris que la souche parentale Sterne (Pezard et al., 1991). Il a aussi
été montré qu'une injection de 100 ug de LT par voie intra-veineuse (i.v.) ou i.p. chez la
souris induit des lésions de type hypoxique et la mort des animaux sans syndrome
inflammatoire (Moayeri et al., 2003). De méme, chez le rat, la mort induite par I’injection i.v.
de 100 pg de LT durant 24 heures ne résulte pas de la sécrétion de cytokines ni d’oxyde
nitrique (NO) mais d’une hypotension (Cui et al., 2004).

Une injection sous-cutanée du facteur cedématogene (EF, edema factor) associé a PA

et formant la toxine oedémateuse, induit la formation d’un cedeme (Stanley et Smith, 1961),
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expliquant ainsi 1I’étymologie du nom « facteur cedématogene ». Une étude a récemment
montré que ET s’avere hautement 1étal a plus faibles concentrations et plus rapidement que
LT dans un modele murin (Firoved et al., 2005). Ainsi, ET induit de nombreuses lésions
associées a la maladie du charbon. Ces Iésions sont différentes de celles induites par LT et
comprennent une hémorragie des ganglions lymphatiques et du tractus gastro-intestinal, ainsi
qu’une nécrose de nombreux tissus incluant les organes lymphoides, la moelle osseuse, le
cceur et les reins (Firoved et al., 2005). Une étude a aussi montré que ET peut induire une

nécrose tissulaire dans un modele Zebrafish (Voth et al., 2005).

2.2.2.  Caractéristiques structurales

2.2.2.1.  L’antigéne protecteur, PA

La protéine PA (83 kDa) est codée par le géne pagA porté par le plasmide pXO1. Elle
a été cristallisée en 1997 et présente 4 domaines distincts (Figure 4) (Petosa et al., 1997). Le
domaine 1 N-terminal contient le site de clivage protéolytique (au niveau du résidu 167),
donnant naissance aux deux sous-unités PA,, et PAg; (Brossier et Mock, 2001). La portion du
domaine 1’ restante (résidus 168-258, associés a PAg3) correspond au site de fixation des
facteurs 1étal et cedématogene (Petosa et al., 1997). Les domaines centraux 2 (résidus 259-
487) et 3 (résidus 488-596) sont respectivement impliqués dans la formation du
pore/translocation des facteurs (Sellman et al., 2001) et dans I’heptamérisation de PAg;
(Mogridge et al., 2001) (cf. § 2.3.2.). En C-terminal, le domaine 4 (résidus 597-735) présente
peu de contacts avec les autres domaines et est impliqué dans la liaison de PA a ses récepteurs

cellulaires (Little et Lowe, 1991) (cf. §2.3.1.).
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Domaine 1 PA,,

[ Domaine 1’
(liaison EF/LF)

Domaine 3
(oligomérisation)
PAg Domaine 2
(formation du pore)
Domaine 4

(liaison aux récepteurs)

Figure 4 : Structure de I’antigéne protecteur monomérique de B. anthracis (d’apres (Petosa et al., 1997)).

2.2.2.2.  Le facteur cedématogene, EF

La protéine EF (89 kDa) est codée par le gene cya porté par le plasmide pXOl
(Robertson et al., 1988). En 1982, Leppla et al. démontrent que EF est une adénylate cyclase,
induisant une augmentation incontrolée d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
intracellulaire chez les cellules eucaryotes (Leppla, 1982). La résolution de la structure
cristalline de EF a montré qu’elle ne présentait pas d’homologie structurale avec les
adénylates cyclases mammiferes (Drum et al., 2002). EF est composé de trois domaines
globulaires (Cya, Cg, et le domaine hélical) et de trois boucles flexibles (switch A, B et C)
(Figure 5A) (Drum et al., 2002). Le domaine C,, au niveau N-terminal, posseéde une forte
homologie de séquence avec le domaine 1 du facteur 1étal (cf. § 2.2.2.3.) (Escuyer et al., 1988 ;
Bragg et Robertson, 1989). Cette région intervient dans la fixation a I’heptamere [PAg3]’ (cf.
§ 2.3.2.) (Mourez et al., 2002). Les interfaces des domaines Ca et Cg forment le site
catalytique de la protéine. En C-terminal, le domaine hélical, 1li¢ a C, via un linker,
correspond au site de fixation de la calmoduline (CaM) (Labruyere et al., 1990). Apres
fixation de la CaM, des modifications structurales au niveau des deux domaines Ca, Cg et des
trois boucles flexibles A, B, C permettent la fixation du substrat ATP (Figure 5B) (Drum et
al., 2002 ; Mourez et al., 2002).
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\ L EF-CaM-3'dATP
. EF Felical y

Flalical

~, Switch C

Switch A

Figure 5 : Structures secondaires du facteur cedématogéne de B. anthracis seul (A) ou du complexe EF
CaM-ATP (B) (d’apres (Drum et al., 2002)).

2.2.2.3. Le facteur létal, LF

LF est une protéine de 90 kDa codée par le gene lef porté par le plasmide pXO1
(Bragg et Robertson, 1989). LF est une métalloprotéase contenant un motif HExxH de liaison
au Zn** en C-terminal (résidus 686-690), motif présent sur le site actif de toutes les
métalloprotéases (Klimpel et al., 1994).

La structure cristallographique et 1’étude de mutants [LF] montrent la présence de
quatre domaines distincts (Figure 6) (Pannifer et al., 2001). L’homologie de séquence avec le
domaine Cp de EF et impliquée dans la liaison a 1’heptamere [PA63]7 se situe au niveau N-
terminal (résidus 27-262) et correspond au domaine 1 de LF (Arora et Leppla, 1993). Le
domaine 2 de la protéine (résidus 263-297 et 385-550) forme une poche dans laquelle vient se
fixer le peptide substrat. Le domaine 3 de LF est situé au sein du domaine 2 (résidus 298-384)
et participe a la reconnaissance du substrat (Arora et Leppla, 1993 ; Pannifer et al., 2001). Ce
domaine semble correspondre a une duplication imparfaite de séquences du domaine 2

(Mourez et al., 2002).

-14 -



Chapitre I : « Bacillus anthracis »

Domaine 2
—& . .
P (interaction avec le substrat)
~r A%
_.lg L )
Site de liaison o
du peptide

#

- .
Zn*t IQ : Figure 6 : Structure du facteur 1étal
. de B. anthracis (d’apres (Mourez et

al., 2002)).

Domaine 4
(site catalytique)

Domaine 1
(liaison a PA)

Le quatrieme domaine est formé par le segment des résidus 551 a 777 et comporte le
motif classique des métalloprotéases HExxH, site catalytique de LF (Kochi et al., 1994 ;
Menard et al., 1996b). Les domaines 2, 3 et 4 forment un sillon spécifique au substrat

(Pannifer et al., 2001).

2.3. Mécanisme d’internalisation des toxines

Lorsque des cellules sont incubées avec les facteurs EF et LF seuls (en absence de
PA), aucune cytotoxicité n’est observée. Différents acteurs sont effectivement impliqués dans

I’internalisation des deux facteurs sécrétés par B. anthracis.

2.3.1.  Reécepteurs cellulaires

Deux récepteurs cellulaires de PA sont actuellement décrits : le marqueur TEMS8

(tumor endothelial marker 8) ou ANTXRI1 (anthrax toxin receptor 1) (Bradley et al., 2001),
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et la protéine CMG?2 (human capillary morphogenesis protein 2) ou ANTXR?2 (Scobie et al.,
2003). Les deux récepteurs posseédent un domaine transmembranaire de type I et un domaine
conservé VWA (facteur von Willbrand de type A) extracellulaire possédant un motif MIDAS
(metal ion-dependent adhesion site) directement impliqué dans la liaison avec PA (Bradley et
Young, 2003 ; Lacy et al., 2004b). ANTXR1 est exprimé par les cellules épithéliales des
organes constituants les sites d’entrée de B. anthracis, c’est a dire les poumons, la peau et le
tractus intestinal (Bonuccelli et al., 2005). ANTXRI1 est aussi exprimé par les cellules
dendritiques dérivées de monocytes humains activées par la prostaglandine E2 (PGE2),
médiateur lipidique sécrété par les cellules épithéliales alvéolaires (cf. § Chapitre II, 2.3.5.2.)
(Riccobon et al., 2006). De plus, des travaux récents ont montré que la surexpression
d’ANTXR1 par une lignée de macrophages murins entraine la mort des cellules par apoptose
apres incubation avec PA seul et de fagon caspase 3-dépendante (Salles et al., 2006). Cette
cytotoxicité serait due a la formation de pores et a la libération de protéines lysosomales dans
le cytosol. ANTXR2, quant a lui, est exprimé dans de nombreux tissus (Scobie et al., 2003).
Le role physiologique de ce récepteur dans la mort associée a LT a été démontré chez le rat
(Scobie et al., 2006).

Récemment, une nouvelle protéine nécessaire aux mécanismes d’endocytose des
toxines a été identifiée, LRP6 (low-density-lipoprotein receptor-related protein 6) (Wei et al.,
2006). Cette protéine, impliquée dans la voie de signalisation Wnt importante dans la
régulation de ’embry, est capable d’interagir avec les deux protéines-récepteurs de PA et joue
le role de co-récepteur dans I’internalisation des toxines (Figure 7A).

De méme, des travaux ont montré que des cellules n’exprimant pas ARAP3 (Arf and
Rho GTPase activating protein 3), une protéine liant les phosphoinositides, deviennent
résistantes a une intoxination (Lu et al., 2004). Les liens entre ces différents éléments et leur

participation dans I’internalisation des toxines restent encore a élucider.

2.3.2.  Formation du pore

La liaison PA-récepteur induit le clivage de PA par une protéase cellulaire de type
furine (Klimpel et al., 1992), produisant un fragment soluble de 20 kDa (PA,) et un fragment
de 63 kDa (PAg3) associé aux récepteurs via son domaine C-terminal (Figure 7A). Plusieurs

complexes PAgs-récepteur s’assemblent alors pour former un heptamere appelé pré-pore
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([PAg3]") (Petosa et al., 1997 ; Abrami et al., 2003). L’heptamere peut lier jusqu’a trois
molécules de EF et/ou LF (Mogridge et al., 2002 ; Pimental et al., 2004).

Les complexes toxines-récepteurs se localisent au niveau de rafts lipidiques et sont
internalisés par un mécanisme d’endocytose clathrine-dépendant (Figure 7A) (Abrami et al.,
2003). 1lIs sont ensuite associés aux endosomes précoces dont des régions multivésiculaires se
détachent pour devenir des transporteurs intermédiaires ou multivesicular bodies (MVB) qui
sont transportés le long de microtubules jusqu’a la région périnucléaire ou ils fusionnent avec
les endosomes tardifs (Abrami et al., 2005).

La progression des vésicules depuis les endosomes précoces et jusqu’aux endosomes
tardifs expose le pré-pore a un environnement de plus en plus acide (Friedlander, 1986 ;
Menard et al., 1996a ; Abrami et al.,, 2004). L’acidification induit une modification
conformationnelle au sein du domaine 2 des sept sous-unités PAg3; de 1’heptamere formant
alors un pore (Lacy et al., 2004a). La translocation des facteurs dans le cytosol a travers ce
pore nécessite un dépliement complet des protéines (Krantz et al., 2004). La différence de pH
entre les endosomes et le cytosol est un facteur nécessaire dans le mécanisme de translocation

de EF et LF (Krantz et al., 2006).

Le role des récepteurs ANTXRI et -2 dans la formation du pore a été démontré (Lacy
et al., 2004a ; Santelli et al., 2004). Ainsi, un relichement entre le récepteur et le domaine 2
de PA semble nécessaire a la formation du pore (pour revue, (Scobie et Young, 2005)),
dissociation qui nécessite un pH différent selon que PA est associé a ANTXRI1/TEMS ou
ANTXR2/CMG?2 (Rainey et al., 2005). EF reste associé a la membrane des endosomes tardifs
et présente ainsi une activité concentrée au niveau peri-nucléaire (site de localisation des
endosomes tardifs) tandis que LF est relargué dans le cytosol (Guidi-Rontani et al., 2000 ; Dal
Molin et al., 2006).
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Figure 7: Mécanismes d’internalisation et mode d’action intracellulaire des toxines: A, acteurs de
I’internalisation des toxines (d’aprés (Wei et al., 2006)) ; B, cibles intracellulaires du facteur 1étal et du facteur
cedématogene (d’apres (Banks et al., 2006) et (Tournier et al., 2007)).
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2.4. Modes d’action des toxines

2.4.1. Latoxine létale

Le facteur 1étal de B. anthracis est une métalloprotéase spécifique des mitogen-
activated protein kinase kinases (MKK) (Figure 7B). LF clive ces enzymes entre la partic N-
terminale et leur domaine catalytique (Duesbery et al., 1998 ; Vitale et al., 1998) via la
reconnaissance d’une séquence partiellement conservée de la partie C-terminale des kinases
(Chopra et al., 2003). Les MKK sont des activateurs directs des mitogen-activated protein
kinases (MAPK) dans la cascade de signalisation intracellulaire connue sous le nom de « voie
des MAPK ». Le domaine N-terminal des MKK est nécessaire a l'interaction et a la
phosphorylation des MAPK, et le clivage protéolytique de ce domaine par LF bloque
I’activation des MAPK (Duesbery et al., 1998). LF inhibe ainsi les MKK 1, 2 (Duesbery et
al., 1998 ; Vitale et al., 1998), 3 (Pellizzari et al., 1999), 4, 6 et 7 (Vitale et al., 2000). De ce
fait, les trois voies majeures de signalisation en aval des MKK sont dérégulées : les voies
ERK (extracellular-signal regulated kinases) -1 et -2, la voie c-JNK (c-Jun N-terminal
kinase) et la voie p38 (Figure 7). Chacune de ces voies joue un rdle important dans la

prolifération, la différenciation ou la survie cellulaire (pour revue, (Dong et al., 2002)).

2.4.1.1. LT et mort cellulaire

De grandes variations de sensibilité a la toxine 1étale entre différentes especes ont été
observées. En 1986, Friedlander et al. montrent que les macrophages péritonéaux de souris
C3H/HeN sont rapidement lysés apres une exposition d’une heure a la toxine 1€tale tandis que
des macrophages issus de certaines lignées cellulaires s’averent résistants (Friedlander, 1986).
L’inhibition de la voie des MAPK ne semble cependant pas étre impliquée dans la sensibilité
des macrophages puisqu’il a été montré que I’internalisation du facteur 1étal, sa délivrance
dans le cytosol (Friedlander et al., 1993) et le clivage des MKK (Pellizzari et al., 1999) sont
des phénomenes retrouvés dans les deux cas de sensibilité des macrophages murins. Une

étude a montré que LF active le protéasome dans le cytosol des macrophages murins,
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conduisant a la dégradation de molécules essentielles pour le maintien de 1’homéostasie
cellulaire et a la lyse des cellules (Tang et Leppla, 1999). Cette activation s’effectue en aval
du clivage des MKK mais le mécanisme impliqué reste a déterminer. Il pourrait alors
expliquer les différences de sensibilité des macrophages murins observées selon leur origine

(Tableau II) (Friedlander, 1986 ; Singh et al., 1989).

Tableau II : Sensibilité et résistance des différents types de macrophages murins en fonction de leurs origines

références
(Singh et al., 1989)
J774A.1
Lignées cellulaires (Park et al., 2002)
Raw264.7 (dérivés de (Pellizzari et al., 1999)
BALB/c) (Popov et al., 2002b)
(Friedlander, 1986)
Macro-ll))l;ages Macrophages C3H/HeN (Friedlander et a.l., 1993)
senstbles péritonéaux (Kim et al., 2003)
BALB/c (Pellizzari et al., 1999)
Macrophages dérivés
de Ia MO? BALB/c (Park et al., 2002)
IC-21 (dérivés de (Singh et al., 1989)
. . C57BL/6)
Lignées cellulaires MT? (dérivés de
BALB/c) (Pellizzari et al., 1999)
AJ] (Friedlander et al., 1993)
Ma’c1:0phages Macrophages (Pellizzari et al., 1999)
résistants péritonéaux DBA/2J (Pellizzari et al., 1999)
C57BL/6] (Kim et al., 2003)
Macrophages dérivés
de la MO? C57BL/6] (Park et al., 2002)

MO : moelle osseuse

Afin de comprendre les différences de sensibilité des macrophages murins, un facteur
génétique a été recherché. Le locus Lixs1/KiflC, situé sur le chromosome 11, a été identifié
dans le controle de la susceptibilité des souris a la toxine létale (Roberts et al., 1998).
Récemment, le gene directement impliqué a été identifié et s’avere 1i€ au géne polymorphique
Nalplb (Boyden et Dietrich, 2006). Nalplb est un composant-clé de I’inflammasome et un
activateur de la caspase-1 (Figure 7B). Son activation induit la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que I’interleukine (IL)-1 et I'IL-18 et meéne a la mort cellulaire (Tschopp
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et al., 2003 ; Petrilli et al., 2005). Ces données suggerent que la mort induite par LT peut étre
indépendante de 1’inhibition de la voie des MAPK.

D’autres travaux chez la souris montrent que LF induit une mort par apoptose via des
cibles intracellulaires directes ou indirectes. En 2002, Park et al. montrent pour la premiere
fois que LT induit I’apoptose des macrophages activés dérivés de la moelle osseuse de souris
BALB/c, directement via I’inhibition de la voie p38 MAPK (Park et al., 2002). Dans le méme
temps, Popov et al. observent 1’activation des caspases -1, -2, -3, -4, -6 et -8 dans des lignées
de macrophages murins suite a une exposition a LT menant a 1’apoptose de ces macrophages
(Popov et al., 2002b). L’activité pro-apoptotique de LT est aussi liée a sa capacité de
supprimer les signaux de survie engendrés par I’engagement de TLR4 (Toll-like receptor 4) et
médiés par la voie p38 MAPK qui active 1’expression de geénes de survie via I’activation du
nuclear factor (NF) - B. En clivant les MKKs, et plus particulicrement les MKK3/6, LT
bloque I’activation de la voie p38 MAPK et de NF-(B, conduisant a 1’apoptose des
macrophages (Figure 7B) (Park et al., 2005). Une autre étude montre que LT inhibe
I’expression de la GSK3p (glycogen synthase kinase 3/), une protéine impliquée dans la
régulation positive de la survie cellulaire (Tucker et al., 2003), mais ces travaux ne permettent
pas d’exclure le role joué par I’inhibition de la voie des MAPK dans la mort cellulaire. LF
semble donc avoir un effet direct sur la viabilité des macrophages murins. Plus récemment,
une autre voie apoptotique induite par LT a été décrite impliquant I’activation de TLR4 par B.
anthracis via I’activation de PKR (dsRNA-dependent protein kinase) (Hsu et al., 2004). Enfin,
un autre mécanisme de susceptibilité a LT a été proposé chez la souris: le TNF (tumor

necrosis factor) -, produit lors d’une infection, active les macrophages qui deviennent alors

sensibles a la mort induite par LT (Kim et al., 2003).

Les macrophages et les cellules endothéliales humaines présentent une sensibilité a la
toxine létale qui se traduit par une mort par apoptose (Popov et al., 2002a ; Kirby, 2004 ;
Pandey et Warburton, 2004). Les données concernant la mort des cellules dendritiques
humaines induite par LT sont discordantes. Deux études montrent que LT ne présente pas
d’effets toxiques sur les cellules dendritiques humaines (Agrawal et al., 2003) (Quesnel-
Hellmann A., communication personnelle), tandis qu’une troisieme observe une mort par
apoptose tres similaire a celle induite sur des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse

de souris C57BL/6 (Alileche et al., 2005).
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2.4.1.2. Effets de LT sur les fonctions cellulaires

Les effets de la toxine 1étale sur les fonctions cellulaires sont nombreux et ubiquitaires.

LT inhibe la production de radicaux oxygénés (ROS, reactive oxygen species) par les
polynucléaires neutrophiles (PNN) humains (Crawford et al., 2006) et bloque leur activation
(Wright et Mandell, 1986) ainsi que leur recrutement par chimiotactisme (During et al.,
2005).

LT bloque la prolifération et la différentiation des monocytes humains (Kassam et al.,
2005). De plus, des travaux ont montré que les sécrétions de TNF-a, d’IL-6 et d’IL-1[3,
produites par les macrophages murins activés, sont inhibées suite a une incubation avec LT
(Pellizzari et al., 1999 ; Erwin et al., 2001). Une étude similaire sur des macrophages dérivés
de monocytes humains confirment ces résultats (Popov et al., 2002a). En 2004, Dang et al.
montrent que LT inhibe I’activation de la protéine IRF-3 (interferon-regulatory factor-3) chez
les macrophages humains et murins activés par du lipopolysaccharide (LPS) (Dang et al.,
2004). IRF-3 participe a l’induction transcriptionnelle de nombreuses cytokines et
chimiokines. LT inhibe en fait un grand nombre de genes impliqués dans la transduction du
signal, la production d’enzymes ou encore dans le métabolisme protéique des macrophages
(Comer et al., 2005b). De méme, la production de phospholipase A2 (PLA2) type IIA, une
enzyme effectrice de la réponse immune innée avec une activité bactéricide produite par les
macrophages alvéolaires, est inhibée lors d’une incubation avec LT chez le cobaye (Gimenez
et al., 2004). Tous ces phénomenes inhibent la réponse inflammatoire et favorisent la
prolifération du pathogene lors des phases précoces de I’infection.

LT inhibe la réponse immune cellulaire et plus particulicrement la présentation des
antigenes (Ag) par les cellules dendritiques murines dérivées de la rate en bloquant
I’expression des molécules de co-stimulation et en inhibant la sécrétion de 1’ensemble des
cytokines (Agrawal et al., 2003). A 1’inverse, une étude similaire portant sur des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris BALB/c et C57BL/6 ne montre pas
d’inhibition de 1’expression des molécules de co-stimulation et montre des effets sélectifs sur
la sécrétion de cytokines avec une inhibition de la sécrétion de TNF-a et d’IL-10 mais pas de

I’IL-12 (Tournier et al., 2005). Chez I’homme, LT inhibe a la fois la maturation des cellules

-22 -



Chapitre I : « Bacillus anthracis »

dendritiques et la sécrétion de chimiokines telles que CXCL (CXC-chemokine ligand) 8 (ou
IL-8), jouant un role prépondérant dans le recrutement des monocytes/PNN, ou encore CCL
(CC-chemokine ligand) 2 et CCLS5 jouant un role dans le recrutement des cellules T (Quesnel-
Hellmann, communication personnelle). LT inhibe aussi la sécrétion d’IL-12, d’IL-10 et de
TNF-o par les cellules dendritiques humaines a faibles concentrations (Quesnel-Hellmann,
communication personnelle).

LT cible la réponse cellulaire en inhibant 1’activation et I’expression de molécules de
surface telles que le CD69 et CD25 (Paccani et al., 2005), ainsi que la prolifération et la
production de cytokines telle que I’'IL-2 (Fang et al., 2005) par les cellules T humaines. Une
étude similaire menée chez la souris a montré que LT inhibe I’activation des lymphocytes T
in vivo (Comer et al., 2005a).

L’immunité humorale est aussi affectée. Des dysfonctionnements séveres sont
observés a la fois chez I’homme et chez la souris sur les cellules B apres intoxination avec
LT. Leur prolifération en réponse a divers stimuli est fortement diminuée ainsi que leur
capacité de production d’immunoglubuline (Ig) M (Fang et al., 2006).

Enfin, LT augmente 1’expression de la protéine membranaire VCAM (vascular cell
adhesion molecule)-1 par les cellules endothéliales humaines activées, molécule responsable
de I’adhésion des monocytes a 1’endothélium vasculaire (Steele et al., 2005). Elle augmente
aussi la perméabilité de la barriecre endothéliale en modifiant la distribution des VE-
cadhérines, molécules impliquées dans les jonctions adhérentes (Warfel et al., 2005). LT
engendre la lyse des hématies en présence de PNN (Wu et al., 2003), inhibe la coagulation
sanguine et supprime 1’agrégation plaquettaire in vitro (Kau et al., 2005). Tous ces
évenements pourraient €tre a I’origine des hémorragies et des effusions pleurales retrouvées

cliniquement.

2.4.2. Latoxine oedémateuse

En 1982, il est établi que EF est une adénylate cyclase calcium-calmoduline
dépendante induisant une augmentation incontrdlée d’ AMPc intracellulaire (Leppla, 1982 ;
Leppla, 1984 ; Ulmer et al., 2003). L’activité adénylate cyclase de EF est 1000 fois plus

€élevée que celle des adénylates cyclases eucaryotes (pour revue, (Banks et al., 2006)).
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Peu de travaux ont été réalisés sur les mécanismes d’action et le role de la toxine
cedémateuse lors d’une infection par le bacille du charbon, probablement en raison des
différences observées avec la toxicité médiée par LT, et sans doute aussi par la difficulté
d’obtenir des quantités suffisantes de toxine purifiée pour des études in vivo. Cependant, des
1985, une étude montre que ET est capable d’inhiber la phagocytose des bacilles par les PNN
humains in vitro (O'Brien et al., 1985). La toxine cedémateuse joue donc probablement un
role plus important dans la physiopathologie de la maladie que ce que 1’on pensait
jusqu’alors. Par la suite, il a été montré que ET bloque I’activation des PNN (Wright et
Mandell, 1986) ainsi que leur activit¢ NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
reduced) oxidase (Crawford et al., 2006).

ET modifie aussi les fonctions des cellules dendritiques murines en bloquant leur
sécrétion de TNF-o et d’IL-12 apres activation (Tournier et al., 2005), et inhibe 1’activation
des cellules T humaines (Paccani et al., 2005).

ET supprime 1’agrégation plaquettaire confirmant son activité adénylate cyclase
invasive (Alam et al., 2006). Dans les phases tardives de la maladie, des bactéries sont
présentes dans de nombreux tissus mais les mécanismes impliqués dans cette propagation sont
mal connus. La modification du cytosquelette cellulaire induite par ET sur de nombreuses
cellules de mammiferes peut conduire a des jonctions serrées plus faibles et ainsi permettre
une pénétration plus aisée de la bactérie dans les tissus (Hong et al., 2005).

Dernierement, une étude a montré que ET induit une augmentation de I’expression des
récepteurs ANTXRI et -2 dans des lignées de macrophages murins et du récepteur ANTXR?2
dans des cellules dérivées de monocytes humains (Maldonado-Arocho et al., 2006). Cette
augmentation de I’expression des récepteurs a la surface des cellules favoriserait
secondairement 1’entrée des toxines.

Un autre travail a démontré que ET est aussi capable d’inhiber 1’apoptose cellulaire
induite par TLR4 via I’activation de la protéine kinase A (PKA) et de CREB (cyclic AMP
response element-binding), une molécule essentielle a la survie des macrophages (Park et al.,
2005).

Plusieurs études ont permis de démontrer I’action synergique des deux toxines (ET et
LT) in vivo pour la virulence (Pezard et al., 1991) et in vitro pour inhiber les fonctions des

cellules dendritiques murines (Tournier et al., 2005). L’association des deux toxines agit donc
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sur de nombreuses cibles et neutralise tous les compartiments cellulaires de I’immunité innée,

affectant des étapes cruciales de la signalisation cellulaire (pour revue, (Baldari et al., 2006)).

2.5. Régulation de I’expression des génes majeurs de virulence

L’étude de la régulation des geénes chez B. anthracis se fait principalement par
inactivation de genes ou par comparaison avec des especes du type B. cereus (Figure 8).

Le plus fort taux de transcription de 1’opéron de synthese de la capsule a lieu dans un
milieu équilibré en COy/bicarbonate (Fouet et Mock, 1996). La température n’affecte pas
directement la transcription de I’opéron, cependant elle influence probablement la synthese de
la capsule en agissant sur I’activité des enzymes de synthese (Fouet et Mock, 1996). AcpA et
AcpB, dont les genes sont situés sur le plasmide pXO2, sont les deux activateurs
transcriptionnels de 1’opéron capBCADE. AcpA et AcpB sont eux-mémes soumis a une
régulation dirigée par la présence de CO;, jouant le role de co-activateur, et de AtxA, une
protéine trans-activatrice régulant la majorité des geénes de virulence de B. anthracis (Mignot

et al., 2003 ; Mock et Mignot, 2003).

Le plus fort taux de transcription des genes des toxines a lieu a 37°C dans un milieu
équilibré en CO,/bicarbonate (Sirard et al., 1994) et se situe a la phase exponentielle de
croissance du micro-organisme (Mock et Mignot, 2003). AtxA est l'activateur de
transcription des trois génes codant les toxines (pagA, lef et cya) situés sur le plasmide pXOl1
(Fouet et Mock, 2006). Le mécanisme exact de régulation des geénes est trés complexe et
implique d’autres molécules régulatrices dont AbrB qui réprime I’expression de AtxA

(Strauch et al., 2005).
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Figure 8 : Représentation schématique du systeme de régulation connu des genes de virulence chez B.
anthracis (d’apres (Fouet et Mock, 2006)).

Les conditions optimales de croissance et de synthese des facteurs de virulence de B.

anthracis sont tres proches des conditions rencontrées au sein de 1’hote.
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3. Formes cliniques de la maladie, prophylaxie et vaccins

Trois formes cliniques de la maladie du charbon sont décrites chez ’homme. Elles
sont regroupées en deux catégories : le charbon externe ou les spores sont inoculées a travers
la peau produisant la forme cutanée de la maladie et les charbons internes qui correspondent a
une entrée de spores par inhalation ou par ingestion, donnant respectivement les formes
pulmonaire et gastro-intestinale. Les trois formes sont potentiellement fatales mais les formes

internes présentent un risque mortel beaucoup plus élevé.

3.1. Forme cutanée

La forme cutanée représente 95% des cas de charbon et correspond a une infection par
le biais d’une plaie cutanée ou d’une piqire d’insecte (pour revue, (Dixon et al., 1999)). La
période d’incubation est de 1 a 5 jours. La premiere phase correspond a la formation d’une
papule qui, apres 1 a 2 jours, se transforme en vésicule érythémateuse. Cette vésicule se rompt
pour former un ulcere nécrotique qui devient noiritre et forme alors 1’escarre noire
caractéristique de la forme cutanée de la maladie du charbon (Figure 9) (Kaufmann et

Dannenberg, 2002).

Figure 9 : Forme cutanée de la maladie du charbon avec les escarres noires caractéristiques. Cas apres
exposition naturelle, Turquie (Kolbe et al., 2006).
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Il faut 2 a 6 semaines pour que la plaie cicatrise enticrement. La mortalité du charbon
cutané est généralement inférieure a 1% mais peut atteindre 5 a 20% en absence de
traitements (Shieh et al., 2003). La forme cutanée est toujours accompagnée d’un cedéme. Si
la Iésion s’étend jusqu’au réseau lymphatique, la bactérie atteint le flux sanguin et I’issue peut

alors étre fatale.

3.2.  Forme gastro-intestinale

Appelée aussi « oropharyngée », cette forme correspond a une infection par ingestion
de spores. La période d’incubation varie de 2 a 5 jours et les premiers symptomes sont
souvent non spécifiques a savoir nausées, vomissements, ficvre et douleurs abdominales
séveres. Des 1€sions intestinales avec des diarrhées se développent, les ganglions deviennent
hémorragiques, une ascite peut se former et des escarres caractéristiques sont retrouvées au

niveau de la paroi intestinale (Figure 10).

Figure 10 : Forme gastro-intestinale de la maladie du charbon. Cas apreés ingestion de viande de
mouton contaminée, Liban. A, Dilatation cacale au lavement baryté ; la photo en haut a droite montre des
bacilles Gram-positifs, immobiles et formant des spores (fleches) apres mise en culture des ganglions
mésentériques ; B, aspect per opératoire du cecum (Ghossain, 2006).

Moins fulgurante que la forme respiratoire, elle est cependant fatale dans 95% des cas
chez les herbivores et dans plus de 50% des cas chez ’homme, la mort pouvant se produire

dans les jours voire les heures suivant les premiers symptomes (Sirisanthana et Brown, 2002).
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3.3. Forme pulmonaire

Le charbon pulmonaire correspond a une infection apres inhalation de spores de B.
anthracis. L’homme et les herbivores sont particulierement sensibles a ce type d’infection. Si
les cas humains étaient relativement fréquents au XIX"™ et au début du XX™ siecle,
touchant principalement les cardeurs de laine et les tanneurs, la forme pulmonaire est
aujourd’hui associée a des cas sporadiques, les épidémies étant rarement dues a une
exposition naturelle. En 1979, un accident dans une base militaire russe provoque la libération
d’une grande quantité de spores de B. anthracis par aérosol, provoquant la mort de 68
personnes sur 96 cas, initialement déclarés comme des cas digestifs (Abramova et al., 1993 ;
Meselson et al., 1994). Durant 1’automne 2001 aux Etats—unis, I’envoi de lettres contaminées
avec des spores de charbon a provoqué la mort de 5 patients ayant développé un charbon
pulmonaire (sur 11 cas pulmonaires au total dont 8 diagnostics précoces) (Figure 11) (Bartlett
et al., 2002 ; Inglesby et al., 2002). Le charbon pulmonaire est la forme clinique la plus fatale
et la plus fulgurante (Borio et al., 2001).

Les spores, mesurant 1 um, atteignent les bronchioles et les alvéoles du systeme
respiratoire. La période d’incubation est d’environ 6 jours mais peut atteindre 60 jours
(Meselson et al., 1994). Une premiére phase de manifestation clinique peut durer quelques
jours avec des symptomes non spécifiques incluant des sensations de malaises, une toux non
productive, de la fievre, des douleurs rétro-sternales et des myalgies. En 1’absence de
traitement, une deuxieéme phase fulgurante liée a l’installation d’un état septicémique et
toxémique se met en place avec détresse respiratoire, hypoxie, cyanose, hypothermie, état de
choc, épanchement pulmonaire caractéristique et, en moins de 24 heures, mort du patient.

Dans 50% des cas, une méningite charbonneuse se déclare, plongeant le patient dans le coma.

Les ovins peuvent mourir en quelques minutes avec pour seuls symptomes un déficit
respiratoire et éventuellement un saignement au niveau des orifices corporels. Les autres
especes meurent 24 a 48 heures apres 1’apparition des symptomes cliniques (pour revue,

(Shafazand et al., 1999)).
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Figure 11 : Forme pulmonaire de la maladie du charbon. Cas aprés exposition bioterroriste, Etats-Unis,
2001. A, radio thoracique, la fleche pleine indique 1’élargissement du médiastinum, la fleche noire montre un
épenchement pleural ; B, tomodensitométrie sans injection de produit de contraste. Les fleches pleines indiquent
des ganglions hypertrophiés, on remarque aussi les épanchements pleuraux bilatéraux (Mayer et al., 2001)

3.4. Prophylaxie et thérapeutique

B. anthracis est sensible a de nombreux antibiotiques, la pénicilline fut longtemps
I’antibiotique de choix pour le traitement de la maladie. Des souches résistantes ayant été
décrites, les fluoroquinolones (ciprofloxacine, ofloxacine ou lévofloxacine) ou une
tétracycline (la doxycycline) sont maintenant recommandées. La mise en application des
protocoles de traitement doit se faire le plus rapidement possible, méme en 1’absence de
signes cliniques et doit concerner toute la population exposée.

L’AFSSAPS (agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé)
recommande une molécule de la famille des fluoroquinolones ou la doxycycline per oS en
prophylaxie de premiere intention chez 1’adulte (ciprofloxacine : 1 g/jour en 2 prises). Seule
la ciprofloxacine ou la doxycycline sont recommandées pour 1’enfant de moins de 15 ans. En
thérapeutique, les mémes molécules sont recommandées par voie i.v.. La durée du traitement
est de 8 semaines et un traitement relais est recommandé apres isolement de la souche et
évaluation de sa sensibilité en raison de la persistance potentielle des spores apres une
exposition par aérosol (AFSSAPS, 2005).

Les recommandations thérapeutiques du Service de Santé des Armées sont basées sur
les mémes molécules : 1’administration de ciprofloxacine ou de doxycycline en choix de
premiere intention, par voie orale en prophylaxie (500 mg toutes les 12 heures) ou par voie

1.v. en thérapeutique (400 mg toutes les 12 heures). Apres identification de la souche et étude

-30 -



Chapitre I : « Bacillus anthracis »

de sa sensibilité, un nouvel antibiotique plus adapté est administré avec un traitement d’une
durée totale de 60 jours (SSA, 2004).

Le CDC (Center for diseases control and prevention) recommande I’administration de
ciprofloxacine per 0os en prophylaxie. En thérapeutique, I’administration de ciprofloxacine ou
de doxycycline associée a un ou deux autres agents antimicrobiens tels que la rifampicine, la
vancomycine, la pénicilline ou I’ampicilline par voie i.v. est recommandée pour I’adulte. Pour
I’enfant, le traitement est identique mais ramené a des doses appropriées. Le traitement doit
étre remplacé le plus rapidement possible par un traitement per 0S (ciprofloxacine ou
doxycycline). La durée du traitement est de 60 jours (CDC, 2002).

Etant donnés les taux élevés de mortalité due a I’infection, le traitement des femmes
enceintes ou des personnes immunodéprimées est généralement le méme que pour 1’adulte ou

I’enfant, respectivement.

3.5. Vaccins

3.5.1. Lesvaccins entiers

3.5.1.1. Le vaccin vivant atténué de Louis Pasteur

L’obtention d’une souche atténuée de B. anthracis a été essentielle pour le
développement du premier vaccin vétérinaire efficace contre la maladie du charbon. Apres
I’expérience de Pouilly-le-Fort en 1881, un grand nombre de cheptels étaient vaccinés dans
toute I’Europe et en Amérique du sud, diminuant considérablement 1’impact de la maladie sur
les animaux domestiques (Friedlander et al., 2002). Ce vaccin vivant était atténué par la
chaleur et était constitué a partir d’un bouillon de culture et contenait donc des formes
végétatives de la bactérie. Ce vaccin fut utilisé jusqu’en 1935, date a laquelle une nouvelle
souche et un nouveau conditionnement furent mis en place. Cependant, les vaccins atténués
par la chaleur présentaient un probléme de forte variation de virulence entre les différents lots

(Hambleton et Turnbull, 1990). De plus, des travaux récents ont démontré une efficacité
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moindre des vaccins a base de formes végétatives comparativement aux vaccins a base de

spores (Cohen et al., 2000 ; Aloni-Grinstein et al., 2005).

3.5.1.2.  Le vaccin Sterne a base de spores d’une souche atténuée

En 1937, Max Sterne développa une souche de B. anthracis atténuée, acapsulée et
stable. L’utilisation de ces spores comme vaccin vétérinaire fut d’'une grande efficacité et son
innocuité en fait encore de nos jours le vaccin de choix pour les animaux domestiques. Une
seule dose engendre une immunité efficace, des rappels annuels restant nécessaires
(Hambleton et al., 1984). Toutefois, ce type de vaccin présente une virulence résiduelle,
écartant la possibilité de son utilisation chez I’homme dans les pays développés, exepté pour

le vaccin russe (cf. § 3.5.1.3.) (Welkos et Friedlander, 1988).

3.5.1.3. Le vaccin russe

Le vaccin russe est un vaccin vivant a base de spores de souches atténuées, utilisé a la
fois dans un cadre médical et vétérinaire (selon leurs propres normes de santé publique). En
1940, deux souches atténuées acapsulées furent isolées : la souche STI-1 et la souche n°3
(Shlyakhov et Rubinstein, 1994) apparentées a la souche Sterne. Apres des essais concluant
en laboratoire, la souche STI-1 a été utilisée pour la vaccination du bétail en tres large
proportion. Pour le vaccin humain, un mélange des deux souches est utilisé encore
aujourd’hui avec deux modes d’administration, soit par scarification, soit par injection sous-
cutanée. Un rappel annuel est nécessaire et les deux méthodes ont montré une bonne efficacité
contre le charbon cutané, cependant aucune donnée concernant I’immunisation contre une

infection par inhalation n’est disponible (Shlyakhov et Rubinstein, 1994).
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3.5.2.  Lesvaccins acellulaires

Les vaccins acellulaires sont obtenus par purification d’Ag de surnageants de cultures
de B. anthracis. Ils sont principalement basés sur 1’obtention de la protéine PA. Les
perfectionnements du milieu de culture utilisé, des procédures de fermentation, de la sélection
des souches utilisées et des procédés de production, ont conduit au développement de vaccins

efficaces dans les années 1950.

3.5.2.1. Le vaccin anglais

La vaccin anglais a été développé en 1950 et fut breveté en 1979 (Turnbull, 2000). 1l
est essentiellement constitué de la protéine PA et provient d’un surnageant de culture de la
souche Sterne 34F2 filtré a 0,2 um ; PA est ensuite précipité avec du phosphate d’aluminium.
Cependant, des traces de EF et LF ainsi que d’autres protéines telles que EAl et Sap
(constituants de I’enveloppe bactérienne) sont présentes et induisent chez 1’homme un fort
taux d’anticorps (Ac) anti-EF ou LF comparativement au vaccin américain (Whiting et al.,
2004). L’inoculation se fait par voie intra-musculaire avec 3 doses a 0, 3 et 6 semaines,
suivies d’une dose a 6 mois. Un rappel annuel est ensuite nécessaire. Des effets secondaires
locaux (oedeme, douleurs, érytheme) et/ou systémiques (fievre, malaises, syndrome pseudo-

grippal) notables ont été relevés (Enstone et al., 2003).

3.5.2.2. Le vaccin américain

Le vaccin protéique AVA (Anthrax Vaccine Adsorbed) fut produit pour la premiere
fois dans les années 60 suite a une modification du protocole d’obtention de la protéine PA
mis au point par Wright et Puziss en 1957 (Wright et Puziss, 1957). PA est obtenu a partir
d’un surnageant de fermentation de la souche atténuée V770-NP1-R acapsulée, non-
protéolytique et. Le filtrat est ensuite adsorbé sur de ’hydroxyde d’aluminium. Le protocole

de vaccination comprend une injection par voie sous-cutanée a 0, 15 et 30 jours, puis une

-33 -



Chapitre I : « Bacillus anthracis »

nouvelle injection a 6, 12 et 18 mois avec, par la suite, des rappels annuels. L’efficacité du
vaccin a été testé sur plusieurs animaux de laboratoires (souris, cobaye, lapin, primate non-
humain) et a montré des variations notables lors de I’épreuve d’infection par inhalation entre
especes et en fonction de la souche utilisée (Ivins et al., 1998 ; Fellows et al., 2001). Des
effets secondaires sont parfois observés avec des effets locaux (rougeurs, induration, oedeme,
prurit, douleur) et des effets systémiques plus rares (fievres, myalgies, malaises). Ces effets

restent comparables aux effets secondaires d’autres vaccins (Pittman et al., 2002).

3.5.3.  Lesvaccins en développement

Bien que les vaccins américain et anglais soient donnés pour étre relativement
efficaces, ils présentent cependant des effets secondaires notables et nécessitent un protocole
d’administration extrémement lourd (plusieurs injections et rappels annuels). Les efforts de
recherches se dirigent donc vers 1’obtention d’un vaccin efficace pour la protection contre la
forme d’inhalation et dépourvu d’effets secondaires.

La majorité des vaccins en développement sont a base de protéine PA recombinante
(rPA) (Flick-Smith et al., 2002). Certains vaccins associent PA a des Ag de B. anthracis tels
que des spores inactivées, qui agissent en synergie avec PA pour augmenter le pouvoir
protecteur du vaccin (Brossier et al., 2002); ou conjugué a du PGA qui optimise

I’immunogénicité du vaccin (Rhie et al., 2003 ; Chabot et al., 2004 ; Joyce et al., 2006).

3.6. L’immunothérapie passive

La thérapie anti-infectieuse par Ac, ou séro-thérapie, consiste en I’administration
d’immunoglobuline ou de sérum pour prévenir ou traiter une infection. Les stratégies
d’immunothérapie passive ont généralement pour objectif I'inhibition de I’activité des
toxines.

Les Ac anti-PA peuvent neutraliser différentes étapes du mécanisme d’internalisation
des toxines en ciblant les différents domaines de PA et donc en bloquant : (i) I’interaction PA-

récepteurs ; (ii) le site de clivage de PAgs ; (iii) I’oligomérisation en heptamere [PAe] ; @iv)
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ou encore la fixation des facteurs EF ou LF. Plusieurs travaux sur ’utilisation d’Ac anti-PA
en immunisation passive ont montré 'intérét de cette stratégie : avec des Ac monoclonaux
murins anti-PA chez la souris intoxinée (Brossier et al., 2004), avec des Ac monoclonaux
murins anti-PA chez le rat intoxiné (Little et al., 1988), avec des sérums polyclonaux anti-PA
chez le cobaye infecté (Little et al., 1997), enfin avec des Ac humains dérivés de donneurs
immunisés par le vaccin américain AVA chez le rat (Wild et al., 2003). En France, la
vaccination chez I’homme n’étant pas pratiquée, 1’acces a des donneurs de sang immunisés
contre le charbon est difficile. L’utilisation d’Ac de macaque anti-PA pourrait étre une
alternative aux Ac humains (Laffly et al., 2005).

Les Ac anti-LF, malgré le role majeur de LF lors de I'infection, n’ont pas encore
montré de protection chez 1’animal contre une infection par inhalation (Little et al., 1990 ;

Lim et al., 2005).
Une autre stratégie de thérapeutique alternative, mais que nous ne développerons pas

ici, est l'utilisation d’inhibiteurs synthétiques des toxines. Ainsi, plusieurs inhibiteurs

chimiques de LF et EF ont pu étre générés (revus dans, (Burnett et al., 2005)).
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1. Organisation générale du systeme respiratoire

La fonction des poumons est de permettre 1’apport d’oxygene et 1’élimination de
dioxyde de carbone. L’échange gazeux se produit dans les alvéoles par diffusion a travers
I’épithélium fin et les capillaires sanguins situés a proximité de la paroi alvéolaire. Les
poumons constituent une large surface épithéliale en contact direct avec I’environnement
extérieur. Les voies aériennes supérieure et inférieure sont continuellement exposées a une
multitude de microorganismes et de particules volatiles et un systeme élaboré de mécanismes

de défense maintient I’homéostasie pulmonaire.

1.1.  Les voies aériennes supérieures

Les voies aériennes supérieures comprennent différentes structures qui vont de la
cavité nasale aux bronchioles (Figure 12A). Leur role est d’amener 1’air inspiré jusqu’aux
alvéoles pulmonaires ou se produisent les échanges gazeux.

La cavité nasale et les sinus procurent une large surface pour chauffer et humidifier
I’air inspiré. Les particules de grandes tailles présentes dans I’environnement sont capturées
grace a la sécrétion de mucus et aux cellules ciliées de I’épithélium de la cavité nasale qui
créent un flux continu par les battements coordonnés de leurs cils.

Le nasopharynx contient un abondant tissu lymphoide associé aux muqueuses ou
MALT (mucosal-associated lymphoid tissue) qui échantillonne le matériel antigénique inhalé

et prépare les mécanismes de défense adaptés.
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Figure 12 : Organisation générale du systeme pulmonaire. A, Organisation des voies aériennes supérieures ; B,
Organisation des voies aériennes inférieures (d’apres (Stevens et Lowe, 1992))

Le larynx possede une architecture complexe de fagon a prévenir I’entrée d’air dans
I’c;esophage et I’entrée d’aliments et de liquides dans la trachée. C’est a ce niveau que sont
situées les cordes vocales.

La trachée descend dans la cage thoracique ou elle se divise en deux bronches
souches. Elle est recouverte d’un épithélium cilié qui contient de nombreuses glandes séro-
mugqueuses. Les deux bronches souches extra-pulmonaires entrent dans chaque poumon avec
les arteres pulmonaires via le hile pulmonaire. Elles se divisent alors en bronches lobaires qui
entrent dans chaque lobe pour se séparer ensuite en bronches segmentaires. La structure des
bronches est similaire a celle de la trachée et comprend : un épithélium pseudostratifié cilié,
un tissu subépithélial fibro-collagéneux avec de nombreuses glandes séro-muqueuses, des
muscles lisses et des anneaux de cartilage. Le fluide séreux secrété par les glandes
bronchiques est principalement constitué de lysozyme et de glycoprotéines. Des cellules
immunitaires sont aussi présentes et sont associées aux glandes bronchiales, ce sont
principalement des lymphocytes B et des plasmocytes IgA-secréteurs qui forment des

agrégats aux bifurcations de 1’arbre bronchial proximal.
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1.2. Les voies aériennes inférieures

Les voies aériennes inférieures sont le lieu des échanges gazeux entre 1’air inhal€ et le
sang. Elles sont constituées des bronchioles et des alvéoles pulmonaires regroupées en sacs
alvéolaires (Figure 12B).

Les bronchioles se divisent en de nombreux conduits alvéolaires, réduisant peu a peu
la taille de leur lumiere alvéolaire (Figure 12A). Elles possedent un épithélium cilié mais il
n’est plus pseudostratifié et le cartilage est remplacé par les muscles lisses qui deviennent le
composant majeur de la structure basale.

Les alvéoles sont des sacs d’air ouverts sur les conduits alvéolaires. Elles sont le site
des échanges gazeux. Chaque alvéole est un espace d’air polygonal avec une paroi tres fine en
contact avec les capillaires pulmonaires (Figure 13A). Des communications entre alvéoles

voisines sont observées, ce sont les pores de Kohn.

2. Organisation histologique et fonctionnelle du systeme

immunitaire des voies aériennes inférieures

2.1.  Les cellules épithéliales pulmonaires

2.1.1.  Les cellules épithéliales bronchiques

Les cellules épithéliales sont des cellules orientées avec une face apicale pouvant étre
ciliée et une face basale. Chez I’homme, plusieurs types de cellules épithéliales sont décrits au
niveau de I’épithélium pulmonaire. Ces cellules se différencient par leur morphologie mais
aussi par leurs propriétés fonctionnelles et biochimiques. Elles peuvent ainsi étre classées en

trois catégories : les cellules basales, les cellules ciliées (cellules épithéliales bronchiques ou
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CEB) et les cellules sécrétoires (cellules caliciformes, cellules séreuses et cellules de Clara)
(Jeffery, 1983).

Les cellules basales sont ubiquitaires et représentent les progéniteurs des cellules
épithéliales ciliées et des cellules caliciformes au niveau de la trachée. Elles adherent
fermement a la lame basale et peuvent secréter des molécules actives telles que des cytokines
ou de I’endopeptidase (Stevens et Lowe, 1992).

Les CEB ciliées correspondent au stade de différenciation terminale des cellules
épithéliales (Figure 13B). Elles sont présentes sur tout I’épithélium bronchique et permettent
la clairance muco-ciliaire grace aux battements coordonnés de leurs cils (Stevens et Lowe,
1992).

Les cellules caliciformes, ou a mucus, sont présentes au niveau des bronches et des
bronchioles mais absentes des alvéoles. Leur cytoplasme apical est chargé de granules clairs
contenant des mucines. Les cellules caliciformes peuvent, en certaines occasions, se
différencier en CEB ciliées. Les cellules séreuses possedent de nombreuses vésicules denses
dont la composition et le réle ne sont pas encore connus.

Chez I’homme, les cellules de Clara sont des cellules épithéliales abondantes au
niveau de 1’épithélium des bronchioles. Elles sécretent le surfactant pulmonaire ainsi que des

oxydases. Elles constituent les progéniteurs des cellules bronchiques (Bishop, 2004).

Figure 13 : A, histologie du poumon chez la souris (coloration a 1’hématoxyline-éosine-safran, Cleret A.,
Bernabé D., Service d’imagerie, CRSSA) : br. bronche ; brl. bronchiole ; la fleche désigne une alvéole ; B,
observation en MET des différents types cellulaires pulmonaires chez la souris apres digestion enzymatique du
tissu pulmonaire (Cleret A., Vachez-Collomb L., Service d’imagerie, CRSSA). CellEp : cellule épithéliale
ciliée ; MI : macrophage interstitiel ; Mono : Monocyte ; DCpulm : cellules dendritique pulmonaire potentielle
(basé sur (von Garnier et al., 2005)).
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Le surfactant pulmonaire est un composant essentiel du mucus. Il est principalement
composé de phospholipides (phosphatidylcholine et phosphatidylglycérol) et de quatre
protéines associées : surfactant protein (SP)-A, -B, -C et -D. Les protéines SP-A et SP-D sont
des protéines de la famille des lectines calcium-dépendantes (collectines) et jouent un role
primordial dans I’immunité innée. Chacune d’elle est capable de se fixer a une grande variété
de micro-organismes (Shepherd, 2002). Il a été montré que SP-D augmente la phagocytose
des micro-organismes par les macrophages (Takahashi et al., 2006), mais aussi par les
cellules dendritiques immatures, facilitant leur activation et la présentation d’Ag aux cellules
T (Brinker et al., 2001). Les protéines SP-B et -C jouent un role dans la structure physique du

surfactant.

2.1.2.  Lescellules épithéliales alvéolaires

Les pneumocytes de type 1, ou cellules alvéolaires de type 1, représentent pres de 40%
de la population cellulaire alvéolaire et 90% d’entre eux composent la paroi des sacs
alvéolaires et des alvéoles (Stevens et Lowe, 1992). Les cellules sont liées entre-elles par des
jonctions serrées. Ce sont des cellules allongées avec un noyau aplati et contiennent peu de
mitochondries ou d’organelles. Leur cytoplasme constitue une fine couche sur la membrane
basale alvéolaire, contribuant ainsi a Defficacité de la barriere alvéolo-capillaire. Les
pneumocytes de type 1 ont une haute perméabilité osmotique via 1’expression d’aquaporine 5
a leur surface apicale (Dobbs et al., 1998). Ces cellules sont tres difficiles a isoler en culture
cellulaire car tres fragiles.

Les pneumocytes de type 2, ou cellules alvéolaires de type 2, représentent 60% de la
population cellulaire des alvéoles mais couvrent seulement 5 a 10% de la surface alvéolaire.
Ce sont des cellules rondes situées aux angles obtus des polygones alvéolaires (Stevens et
Lowe, 1992). Leur cytoplasme est riche en mitochondries et en réticulum endoplasmique lisse
et rugueux. Il contient aussi des vésicules denses aux é€lectrons et de larges corps sphériques
riches en phospholipides, en protéines et en glycosaminoglycanes qui forment la base du
surfactant pulmonaire. Ce sont les progéniteurs cellulaires de 1’épithélium alvéolaire car ils
peuvent se différencier en pneumocytes de type 1 et sont ainsi a 1’origine de la régénération
de I’épithélium apres une lésion. Les pneumocytes de type 2 jouent aussi un rdle dans le

transport de sodium et de fluides de la lumiere alvéolaire vers I’interstitium par une différence
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de potentiel de membrane du c6té apical et la présence de nombreux canaux sodiques et des
pompes Na/K ATPase du coté basolatéral de la cellule (Mason et al., 1982). L’abondance des
mitochondries permet de fournir 1’énergie nécessaire au fonctionnement des pompes. Les
pneumocytes de type 2 jouent ainsi un role important dans I’élimination des ocedémes
alvéolaires (Mason et al., 1982). Ils ont un taux de renouvellement lent, de 1’ordre de 2 a 3

semaines.

2.2. Les macrophages pulmonaires

Les macrophages sont présents dans de nombreux tissus ou ils jouent un rdle
important dans le maintien de 1’homéostasie, dans la défense de I’hdte et dans la
reconstitution tissulaire. Dans le poumon, les macrophages sont présents dans les espaces
alvéolaires (MA, macrophages alvéolaires) mais aussi dans I’interstitium pulmonaire (MI,
macrophages interstitiels). Les macrophages pulmonaires (M®pulm) phagocytent les
particules fines (charbon, poussiere) et les pathogenes qui atteignent 1’espace alvéolaire ou le

septum inter-alvéolaire (interstitium).

2.2.1.  Origine et caractérisation des macrophages pulmonaires

2.2.1.1. Origine

Les macrophages sont des cellules présentatrices d’antigene (CPA) issues de la
différenciation de monocytes originaires de la moelle osseuse. Les monocytes proviennent de
progéniteurs myéloides communs qui, apres différenciation, quittent la moelle osseuse pour
entrer dans la circulation sanguine et renouveler les populations de macrophages tissulaires

(Figure 14) (pour revue, (Gordon et Taylor, 2005)).
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Figure 14 : Origine et différenciation hématopoiétique des cellules présentatrices d’antigenes (d’apres (Gordon
et Taylor, 2005)). HSC : cellule souche hématopoiétique ; G/M/GM-CFU : granulocyte/macrophage/granulocyte
-macrophage colony-forming unit.

Les M®pulm proviendraient a la fois de progéniteurs sanguins et de la prolifération
locale des monocytes. Des premiers travaux portant sur la déplétion transitoire des
précurseurs monocytaires de la moelle osseuse chez la souris ont abouti a la déplétion des
monocytes sanguins sans affecter le nombre de MA et sont donc en faveur de la prolifération
locale ; toutefois, ces expérimentations ont seulement permis une étude a court terme (10-15
jours) (Sawyer et al., 1982). D’autres études favorisent la théorie de la prolifération locale de
précurseurs comme source principale des M@pulm en condition d’homéostasie. Ainsi, I’étude
de chimeres irradiées chez la souris montre que, lorsque les poumons sont protégés des
radiations, les MA proviennent de la souris hote jusqu’a un an apres traitement (Tarling et al.,
1987). Cependant, une autre étude montre qu’apres irradiation totale et greffe de moelle
osseuse chez la souris, les MA sont remplacés par des cellules du donneur pendant une
période prolongée, indiquant que les MA peuvent étre renouvelés par des précurseurs de la

moelle osseuse (Matute-Bello et al., 2004).
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Les études chez I’homme, sur des patients ayant recu une greffe allogénique de moelle
osseuse, montrent que le renouvellement des MA est dii au recrutement de précurseurs suivi
de la prolifération des cellules in situ (Thomas et al., 1976 ; Nakata et al., 1999).

Le GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) joue un rdle crucial
dans la physiologie pulmonaire et dans le maintien de la population des M®pulm puisque la
maturation et I’activation des MA de souris déficientes en GM-CSF sont inhibées (Stanley et
al., 1994 ; Hamilton, 2002).

Un travail récent suggere qu'une sous-population spécifique de monocytes
Gr1™"/CX3CR1™ donne naissance, chez la souris, 2 la population de M®pulm au sein du

tissu pulmonaire (Landsman et al., 2007).

Les MI, présents dans I’interstitium pulmonaire, représentent seulement 3% de la
population cellulaire totale (von Garnier et al., 2005). C’est pourquoi de nombreuses études
sur les MO®pulm utilisent la méthode des lavages broncho-alvéolaires (LBA) afin d’obtenir un
nombre suffisant de MA sans effectuer de traitement enzymatique ni de tri cellulaire (Figure
15). En effet, les LBA sont composés en moyenne de plus de 80% de MA (Vermaelen et
Pauwels, 2004 ; von Garnier et al., 2005).

43 J
Figure 15 : Caractérisation du tissu alvéolaire chez le rat par MET. M, macrophage alvéolaire ; E, épithélium
(pneumocyte de type 1) ; dc, cellule dendritique ; ¢, lumiére des capillaires (d’apres (Holt et al., 1993)).
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2.2.1.2. Caractérisation chez la souris

Les MA mesurent de 8 a 10 um et leur ultrastructure est caractérisée par la présence
de nombreuses vacuoles cytosoliques transparentes aux électrons (Figure 16A) (von Garnier
et al., 2005). L’ultrastructure des MI est similaire (Figure 16B) (von Garnier et al., 2005). Les
deux populations de macrophages pulmonaires partagent aussi un phénotype proche a la fois
pour les marqueurs de lignée cellulaire (CD11c, CD11b, CD54, CD103, Grl), de maturation
(F4/80) et de co-stimulation (CMH II, CD2, CD40, CD80, CD86) (Tableau III) (Vermaelen et
Pauwels, 2004 ; von Garnier et al., 2005). Les M®pulm murins expriment fortement le
marqueur membranaire CD11c et présentent une forte autofluorescence (Gonzalez-Juarrero et
al., 2003 ; Vermaelen et Pauwels, 2004 ; von Garnier et al., 2005).

Les MA et MI sont donc des cellules tres proches au niveau phénotypique. Toutefois
une étude a montré qu’elles présentaient des différences au niveau de la capacité de
phagocytose et de 1’activité bactéricide, plus importantes pour les MA, tandis que les MI ont
une plus forte capacité a sécréter des cytokines immunorégulatrices (Franke-Ullmann et al.,

1996).

Figure 16 : Macrophages pulmonaires murins observés en MET (Cleret A., Vachez-Collomb L.,
Service d’imagerie, CRSSA) : A, macrophage alvéolaire ; B, macrophage interstitiel.
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2.2.1.3. Caractérisation chez ’homme

Les analyses chez I’homme portent essentiellement sur les MA obtenus par des LBA
lors de suivis cliniques de patients. Contrairement a la souris, les MA humains expriment un
profil CD11b* et CD11¢” (Tableau III) (Weyde et al., 1997 ; Tailleux et al., 2005). Par contre,
ils présentent eux aussi une forte autofluorescence (Weyde et al., 1997) et se différencient des
cellules dendritiques pulmonaires par I’absence d’expression du marqueur membranaire DC-

SIGN (DC-specific ICAM-grabing non-integrin) (Tailleux et al., 2005).

Tableau III : Expression des principaux marqueurs de surface par les MA et les MI chez la souris (A) et par les
MA chez I’homme (B).

A. Marqueurs de surface
Type cellulaire CDl1lc CDI11b CMHII CD2 CD54 CD40 CD80 CD86 CD103 F4/80 Grl
MA (LBA) +++ - +/- +++ -+t - ++ - - +++ 4+
MI (Poumons) +++ - +/- +++ - +++ +/- - +++  ++
B. Marqueurs de surface
Type cellulaire CDllc CDI11b CMHII DC-SIGN
MA (LBA) - +++ +/- -

2.2.2. Fonctions

La stérilit¢ des poumons réside en partie dans les capacités phagocytaires et lytiques
des M®pulm. Les M®pulm participent a I’élimination des particules fines et des débris de la

portion non-ciliée des poumons.

2.2.2.1.  Phagocytose et élimination des éléments alvéolaires

Les M®pulm sont des phagocytes tres performants. Ils expriment un large panel de

PRR leur permettant de détecter rapidement la présence de pathogenes. L’engagement des
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PRR active différentes voies de signalisation intracellulaire conduisant a la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-1p (Gordon et Read, 2002 ; Rosenberger et Finlay,
2003). Les M®pulm expriment aussi les récepteurs au fragment Fc des IgG (RFc) et au
complément (CR3, opsonines) qui augmentent leurs capacités de phagocytose (Delclaux et
Azoulay, 2003). IIs participent ainsi a ’homéostasie pulmonaire par phagocytose d’éléments
pathogenes ayant pénétré jusqu’aux alvéoles et jouent un role central dans de nombreuses

pathologies infectieuses telle que la tuberculose (Russell, 2001).

Une fonction essentielle des M®pulm est aussi 1’élimination des corps cellulaires
apoptotiques et des cellules en cours de programme de mort cellulaire. Les cellules
apoptotiques exposent sur la face externe de leur membrane plasmique un certain nombre de
molécules (calréticuline, phosphatidylsérine, sucres aminés) absentes sur les cellules vivantes.
Ces molécules sont reconnues par les intégrines, les collectines, les récepteurs scavenger, ou
le récepteur a la phosphatidylsérine exprimés par les macrophages (Henson et al., 2001 ;
Albert, 2004).

Une étude a montré que des souris déplétées en MA développent une inflammation
pulmonaire suite a une infection a pneumocoque (Knapp et al., 2003). Cette inflammation est
caractérisée par un fort recrutement de PNN suivi de leur apoptose. En 1’absence
d’élimination des corps apoptotiques par les macrophages une nécrose tissulaire est
rapidement observée (Knapp et al., 2003). Les M®pulm ont donc un rdle protecteur anti-
inflammatoire lors d’une infection bactérienne. Suite a la phagocytose des corps apoptotiques,
les M®pulm secretent des médiateurs immuno-suppresseurs qui garantissent le maintien de
I’état d’homéostasie et empéechent le développement d’une réaction inflammatoire (Matute-
Bello et Martin, 2003 ; Tournier et Quesnel-Hellmann, 2006). Des dysfonctionnements dans

ce processus sont observés chez les personnes asthmatiques (Peters-Golden, 2004).

2.2.2.2.  Controle de ’homéostasie pulmonaire

En absence d’inflammation, les M®pulm sont des cellules quiescentes, produisant peu
de cytokines pro-inflammatoires (Holt, 1978). Ils produisent cependant divers médiateurs tels
que I’oxide nitrique (NO), I’IL-1 récepteur antagoniste (IL-1ra) et le transforming growth

factor (TGF)-B (Nicod et al., 1994) qui suppriment directement 1’activation des cellules T
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(Bingisser et al., 1998 ; Bingisser et Holt, 2001) ainsi que la maturation et les fonctions CPA
des cellules dendritiques (Thepen et al., 1989 ; Holt et al., 1993 ; Paolucci et al., 2000). La
réponse immune spécifique est ainsi directement inhibée au sein des poumons.

Une étude récente a montré que le TGF- interagit avec I’intégrine a6 exprimée a la
surface des cellules épithéliales alvéolaires (Morris et al., 2003) et inhibe les fonctions des
MA (Figure 17, 1) (Takabayshi et al., 2006). Les MA restent toutefois capables de reconnaitre
les micro-organismes inhalés via les TLR (Lambrecht, 2006b) provoquant dans ce cas une
diminution de I’expression de I’intégrine avp6 par les cellules épithéliales. L’inhibition des
MA est ainsi levée (Figure 17, 2). Les MA retrouvent alors leur capacité de phagocytose et de
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Les cellules T activées, recrutées sur le site de
I’inflammation, induisent la production de MMP-9 (matrix metalloproteinase-9) par les MA
via la sécrétion d’interféron (IFN) -y (Figure 17, 3). Les MMP-9 sécrétées clivent le TGF-3
inactif présent et induisent I’expression de 1’intégrine avP6 par les cellules épithéliales. Le
complexe TGF-B-avB6 inhibe a nouveau les fonctions des MA et ’homéostasie alvéolaire est

retrouvée (Takabayshi et al., 2006).

Alveolar
macrophage

.

| |
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1.Cell-cell /: "?"‘. " IFN-y f}_ﬂ__\ X
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O = TGF-B it
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- : - y/
2.Cell-cell contact lost

Figure 17 : Inhibition/activation des MA et contrdle de I’'immunité pulmonaire (d’apres (Lambrecht,
2006b)).
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2.2.2.3. Recrutement cellulaire

La stimulation directe des M®pulm par des produits bactériens ou indirecte via la
réponse a un stress, induit 1’activation de la NADPH oxydase qui stimule la production de
superoxydes et de H,O, par les M®pulm (Iles et Forman, 2002). Le H,O, joue le rdle de
second messager chez les M®pulm et active les facteurs de transcription de la famille NF-(B,
induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I'TL-1f et le TNF-a (Franke-
Ullmann et al., 1996 ; Iles et Forman, 2002). Le TNF-a, augmente 1’expression de molécules
d’adhérence par les cellules endothéliales et les monocytes. Il augmente aussi la perméabilité
des barrieres endothéliales et épithéliales, ce qui permet le recrutement de PNN. En fait, le
TNF-a et 'TL-1P sécrétés par les M@pulm ont une faible activité chimioattractante, mais ce
sont des inducteurs potentiels de la production de CXCL8 (ou IL-8) par les M®pulm, les
pneumocytes de type 2 et les fibroblastes pulmonaires. CXCLS est le facteur chimiotactique

majeur des PNN dans les poumons (pour revue, (Kelley, 1990)).

I1 a aussi ét€ montré que I’activation des MA humains via les RFc ou les récepteurs au
complément induit la production de CXCLS, de CCL2 (ou monocyte chemoattractant protein
(MCP)-1), et de facteurs de croissance tels que le M-CSF (macrophage-colony stimulating
factor) (Standiford et al., 1991). CCL2 est une chimiokine jouant un rdle majeur dans le
recrutement des monocytes CCR (CC-chemokine receptor) 2* dans les poumons (Rosseau et
al., 2000). De plus, la production de CCL2 par les cellules épithéliales peut étre augmentée
par le TNF-a et I'IL-1f sécrétés par les MA dans les phases précoces d’une infection

(Standiford et al., 1991).

Les M®pulm sont aussi capables d’activer la réponse immune adaptative via la
production de cytokines et par leur fonction CPA (Rosenberger et Finlay, 2003). Ils activent
ainsi les cellules T CD8" ou les cellules T CD4" qui interagissent avec les cellules B
productrices d’Ac. Cependant les M®pulm n’ont pas la capacité de migrer jusqu’aux
ganglions lymphatiques thoraciques ou d’activer les cellules T naives contrairement aux

cellules dendritiques (cf. § 2.3.1.).
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Les M®pulm sont donc des cellules immunitaires essentielles du poumon. Leur réle
consiste a la fois a éliminer les particules fines, les pathogenes et les corps apoptotiques de
I’espace alvéolaire, mais aussi au maintien de 1’homéostasie pulmonaire en inhibant
I’activation des cellules du systeéme immunitaire présentes. Lors d’une infection, ils sécretent
des facteurs chimioattractants permettant le recrutement des cellules du syst¢eme immunitaire

inné.

2.3. Les cellules dendritiques

2.3.1.  Origines et fonctions genérales

Les premieres cellules dendritiques (DC) ont été identifiées et décrites en 1868 par
Paul Langerhans dans les couches basales de 1’épiderme (Langerhans, 1868). Les cellules de
Langerhans (LC) ont une morphologie tres particuliere qui les amena dans un premier temps a
étre confondues avec des neurones. Ce n’est qu’en 1973 que 1’origine leucocytaire des DC a
été déterminée et que d’autres cellules de ce type ont été décrites dans plusieurs tissus tels que
les organes lymphoides (Steinman et Cohn, 1973), le sang (Van Voorhis et al., 1982), ou
encore les muqueuses (Sertl et al., 1986 ; Pavli et al., 1996).

Les DC composent un groupe cellulaire hétérogene par leur localisation, leur état de
maturation et leurs fonctions. Ce sont des leucocytes issus de cellules souches
hématopoiétiques myéloides ou lymphoides présentes dans la moelle osseuse (Liu, 2001). Les
précurseurs hématopoiétiques se différencient dans la moelle puis passent dans la circulation

sanguine pour atteindre les tissus périphériques (Figure 14).

Les DC sont des CPA professionnelles. Elles sont les sentinelles du systeme
immunitaire par leur localisation stratégique dans les tissus fortement exposés aux Ag (peau,
muqueuses, rate).

Les DC présentent un continuum d’états durant leur maturation conduisant a la
capacité de stimulation des lymphocytes T naifs (pour revue, (Reis e Sousa, 2006)). Dans les

tissus périphériques non lymphoides, les DC sont a I’état « immature » : elles ont une forte
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capacité a reconnaitre, a échantillonner et a appréter I’Ag, mais une faible aptitude a stimuler

les cellules T (Figure 18).

Circulation Tissu périphérique Ganglion
sanguine non-lymphoide lymphatique

Reconnaissance et

Marqueurs de surface capture de ’Ag Marqueurs de surface
adressage
adressage g)c(l;éﬁl i TIjR lymphatique CCR7
tissulaire . * Récepteur au
* CXCR4 mannose « CMH fort
. - « CMH faible « DC-SIGN Présentation { « CD80-CD86 fort
P tat >
RV [ « CD80-CDS6 faible  Langerine d’Ag « CDA40 fort
& « CD40 faible - BDCA-2

Figure 18 : Le role de sentinelle des DC et les différentes étapes de recrutement, phagocytose,
activation/maturation et migration des DC (adapté d’apres (Vermaelen et Pauwels, 2005)).

Lorsque la capture d’Ag est associée a des signaux de danger (DAMP (danger-
associated molecular pattern) ou destruction tissulaire) (pour revue (Gallucci et Matzinger,
2001 ; Seong et Matzinger, 2004 ; Tournier et Quesnel-Hellmann, 2006)) ou a des PAMP
(pathogen-associated molecular pattern) reconnus par les PRR exprimés a la surface des DC
(pour revue, (Germain, 2004 ; Iwasaki et Medzhitov, 2004 ; Sansonetti, 2006)) (cf. § 2.3.3.),
les DC subissent une série de changements phénotypiques et fonctionnels appelés
activation/maturation.

Les fonctions de capture de I’Ag et d’apprétement sont diminuées, une perte de
I’expression des récepteurs aux chimiokines tissulaires CCR1 et CCRS est observée et se
trouve associée a une augmentation de 1’expression du récepteur CCR7 (Sanchez-Sanchez et
al., 2006). Ce récepteur possede deux ligands, CCL19 et CCL21, fortement exprimés par les
cellules stromales des zones riches en cellules T dans les ganglions lymphatiques (Randolph
et al., 2005 ; Sanchez-Sanchez et al., 2006). Un gradient de concentration de ces deux
chimiokines est établi le long des vaisseaux lymphatiques (Randolph et al., 2005). CCL21 est

exprimé sous deux formes : CCL21-Leu, exprimé par les cellules endothéliales des vaisseaux
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lymphatiques afférents initiaux (au niveau des organes périphériques) et CCL21-Ser, exprimé
par les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques afférents terminaux (au niveau des
ganglions lymphatiques). CCL19 est exprimé par les cellules HEV (high endothelial veins) au
niveau des ganglions lymphatiques (Sanchez-Sanchez et al., 2006). Les gradients de
concentrations ainsi formés permettent la migration des DC depuis les tissus jusqu’aux
ganglions lymphatiques.

Au cours de leur migration, les DC augmentent la densité de molécules CMH-peptides
associés a leur surface ainsi que I’expression de molécules de co-stimulation telles que CD80,
CD86 ou CD40 et la sécrétion de cytokines et chimiokines solubles. L’interaction des DC
avec les cellules T naives polarise ces derni¢res en cellules T helper (Th) effectrices et induit

la prolifération des cellules Th Ag-spécifiques (cf. § 2.3.5.4.).

2.3.2. Localisation et caractérisation générale

2.3.2.1. Caractérisation chez la souris

Plus de six populations de DC conventionnelles (cDC) sont trouvées constitutivement
chez la souris dont cing dans les tissus lymphoides (Henri et al., 2001) et une au niveau de la
peau (pour revue, (Ardavin, 2003)).

La rate contient trois de ces populations : les DC double-négatives CD4~ CD8a
CD11b", les DC CD4" CD8a CDI11b" et les DC CD4 CD8a" CD11b" DEC205" (Tableau
IV) (Henri et al., 2001 ; Dakic et Wu, 2003). Les DC CD8o" sont localisées au niveau des
zones T, tandis que les DC CD8a se situent dans la zone marginale splénique. Les ganglions
lymphatiques  contiennent, outre les populations précédentes, deux populations
supplémentaires : les DC CD8« DEC205" CD11b* et les DC CD8o™" DEC205™" qui
expriment la Langerine et sont la forme mature des LC de la peau ayant migré dans les
ganglions lymphatiques (Tableau IV) (Anjuere et al., 1999). Les LC constituent une autre
sous-population de DC conventionnelles présente dans les couches basales de I’épiderme et
dans les épithéliums stratifiés. Elles se caractérisent par une forte expression de la Langerine

et de DEC205 tandis qu’elles expriment faiblement le CD8a (Anjuere et al., 1999).
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En plus de ces DC conventionnelles, une derniere sous-population de DC a été décrite
et représente la sous-population de DC plasmacytoides (PDC) (Asselin-Paturel et al., 2001 ;
Nakano et al., 2001). Les PDC murines sont CD11¢" CMHIT" CD45R/B220" Grl* et 120G8*
(Tableau IV) (Asselin-Paturel et al., 2003). Elles sont présentes dans tous les ganglions
lymphatiques et dans la moelle osseuse. Elles constituent la source principale d’IFN-o et
d’TFN-B dans le cadre d’une infection virale. Les PDC activées expriment fortement le
marqueur CD8a (Asselin-Paturel et al., 2003 ; Colonna et al., 2004).

Bien qu’a I'origine on pensait que la plupart des sous-populations de DC murines
dérivaient de progéniteurs soit myéloides soit lymphoides, plusieurs travaux suggerent que
chacun des progéniteurs myéloides et lymphoides peuvent étre a 1’origine de chacune des
sous-populations de DC (Traver et al., 2000 ; Manz et al., 2001 ; Wu et al., 2001) (pour
revue, (Wu et Dakic, 2004)).

Tableau IV : Phénotype des différentes sous-populations de DC dans la rate, les ganglions lymphatiques et la
moelle osseuse chez la souris.

Sous-populations de DC

CDS» CDSfaib]e

CD4°CDS8 CD4'CD8 CD4CD8" DEC205*  DEC205be PDC
Phénotype
CDllc + + + + + +
CDl11b + + - + - -
CD80 + + + + + ND
CD86 + + + + + ND
CMHII + + + + + +
DEC205 - - + + faible ND
F4/80 - + - ND ND ND
Autres Langerine  Grl (Ly6G/C)
(CD207) CD45R/B220
120G8
CD8a
Fonction
Phagocytose oui oui oui ND ND oui
Induction
cellules T oui oui oui ND ND faible
effectrices
Localisation rate rate rate ganglions ganglions moelle osseuse
ganglions ganglions ganglions lymphatiques lymphatiques ganglions
lymphatiques lymphatiques lymphatiques lymphatiques

ND : non disponible
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2.3.2.2. Caractérisation chez ’homme

La majorité des connaissances sur les DC humaines ne proviennent pas de la
purification directe des DC de tissus ou du sang, mais de leur développement in vitro a partir
de précurseurs. Ainsi, un méme progéniteur hématopoiétique CD34" peut engendrer quatre
types de DC ex vivo : les ¢cDC, comprenant les DC dérivées des monocytes (moDC), les DC
interstitielles (iDC) et les LC ; et les PDC (Tableau V) (pour revue, (Rossi et Young, 2005)).

Les moDC sont des cellules circulantes qui peuvent étre générées in Vvitro apres
différenciation de monocytes sanguins CD14" en présence de GM-CSF et d’IL-4, donnant
naissance aux moDC CDI14 CDI1lc* HLA-DR™™ E-cadhérine” langerine” (Sallusto et
Lanzavecchia, 1994).

Les iDC sont présentes dans les tissus subépithéliaux du derme de la peau et des
interstitiums des organes périphériques. Les iDC se développent a partir de progéniteurs
CD34" via un intermédiaire CD14" (Caux et al., 1997) et en présence de GM-CSF, de TNF-o
et d’IL-4 (Jansen et al., 1989). Les iDC ainsi générées ont un phénotype trés proche des
moDC et ne se différencient de ces cellules que par 1’absence d’expression du CD52
(Ratzinger et al., 2003).

Les LC sont présentes dans les épithéliums de la peau et des muqueuses. Ce type de
DC peut étre obtenu €x Vivo a partir de progéniteurs CD34" en présence de GM-CSF et de
TNF-a et en absence d’IL-4 (Caux et al., 1992). Le TGF- peut aussi jouer un role dans la
différenciation en LC en absence de sérum (Strobl et al., 1996). Les LC sont caractérisées par
la présence de granules de Birbeck et par ’expression de Langerine et de la E-cadhérine

(Valladeau et al., 2000).

Les PDC humaines ont été découvertes bien avant leurs homologues murines et sont
caractérisées par leur phénotype unique CD123* BDCA (blood derived DC antibody) -2*
BDCA-4" CD4" L-selectine” CD11c™ (Rissoan et al., 1999). Le FIt3-L (fms-like tyrosine
kinase 3 ligand) est la principale cytokine permettant le développement des PDC a partir de
progéniteurs hématopoiétiques CD34" in vitro (Maraskovsky et al., 2000) tandis que 1I’IL-3

joue un rdle majeur dans leur survie (Siegal et al., 1999).
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Tableau V : Phénotype des différentes sous-populations de DC chez I’homme.

Niveau d'expression

cDC
PDC
moDC iDC LC
Marqueurs membranaires
CD4 ND ND ND +
CDll1c + + + -
CD14 - - - -
CD45RA ND ND ND +
CD52 + - +/-
CDS83 + + + +/-
CD123 + + + ++
HLA-DR +/- +/- + +
BDCA-2 - ND ND +
BDCA-4 +/- ND ND +
E-cadhérine - - + -
Langerine (CD207) - - + -

cDC : DC conventionnelles

moDC : DC dérivées de monocytes
iDC : DC interstitielles

LC : cellules de langerhans

PDC : DC plasmacytoides

ND : non disponible

2.3.3.  Cellules dendritiques et PRR

La multiplicité de I’expression des PRR par les DC est une de leur caractéristique
majeure : lectines de type C (par exemple, DC-SIGN, DEC205 (CD205), Langérine, récepteur
au mannose (CD206), dectin-1 et -2 (pour revue (Robinson et al., 2006)), molécules de la
famille TREM (revue dans (Klesney-Tait et al., 2006)) et TLR (Akira et Takeda, 2004 ;
Iwasaki et Medzhitov, 2004). Par ailleurs, d’autres molécules intracytosoliques de la famille
des NLR (nucleotid-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor) (NOD-LRR,
NACHT-LRR et CATERPILLAR) sont capables de jouer le role de PRR pour des PAMP et
des DAMP (revue dans (Fritz et al., 2006)), ainsi que des molécules de la famille des
hélicases de type RIG (retinoic acid-inducible gene 1)-like, capables de reconnaitre des motifs

d’acides nucléiques viraux (revue par (Meylan et al., 2006)). A la complexité des récepteurs,
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s’ajoute la multiplicité des voies de signalisation en aval, ainsi que leurs coopérations ou
synergies (revue par (Sansonetti, 2006)).

L’expression spécifique de certains PRR, ainsi que I’environnement tissulaire
conditionne 1’ensemble de la réponse. A ce jour, seuls les TLR ont fait I’objet d’une étude de
leur expression différentielle par les différents types de DC. Nous n’aborderons donc ici que
I’expression de cette famille de PRR tout en gardant a ’esprit la complexité sous-jacente

encore inexplorée.

Tableau VI : Profils d’expression des TLR par les différentes sous-populations de DC chez ’homme (A) ou
chez la souris (B) (d’apres (Iwasaki et Medzhitov, 2004)).

A. DC DC
Monocytes fraichement isolées dif_fére_nciées
in vitro
GM-CSF +
moDC/iDC PDC IL-4
TLR1 ++ ++ + ++
TLR2 ++ ++ - ++
TLR3 - ++ - ++
TLR4 ++ - - ++
TLRS ++ + - +/-
TLR6 ++ ++ ++ ++
TLR7 +/- +/- ++ -
TLR8 ++ ++ - ++
TLR9 - - ++ -
TLR10 - + + ND
B. DC
DC différenciées
fraichement isolées in vitro
GM-CSF +
CD4CD8  CD4'CD% CD4CD8"* PDC IL-4
TLR1 ++ ++ ++ ++ ND
TLR2 ++ ++ ++ ++ ND
TLR3 ++ - ++ - ND
TLR4 +/- +/- +/- +/- ++
TLRS ++ ++ - + ND
TLR6 ++ ++ ++ + ND
TLR7 ++ ++ - ++ ND
TLRS8 ++ ++ ++ ++ ND
TLR9 ++ ++ ++ ++ ++

ND : non disponible
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Chez ’homme comme chez la souris, les différentes sous-populations de DC occupant
les différentes niches sont définies par leur localisation anatomique et par leur capacité a
répondre a certains types de pathogenes via 1’expression différentielle de TLR (Tableau VI).
Il est notable que la reconnaissance des motifs pathogeénes est dégénérée et les PRR
redondants. Cette complexité de 1I’expression différentielle des PRR, ainsi que la redondance
du systeme de reconnaissance par les différentes populations de DC contrdle la spécificité de

la réponse (revue par (Pulendran, 2005)).

Il a été montré, dans le poumon murin, qu’une stimulation des DC avec des faibles
doses de LPS induit une réponse Th2 et une inflammation allergique tandis qu’une
stimulation des mémes DC avec une forte dose de LPS conduit a une réponse Th1 (Eisenbarth
et al., 2002). Physiologiquement, une dose élevée de LPS correspondrait aux quantités
présentes lors d’une infection par des bactéries Gram-négatives. Il apparait donc que
I’induction d’une réponse Th2 TLR4-dépendante apres inhalation de faibles doses de LPS
représente un mécanisme associé a 1’asthme, tandis que I’'induction d’une réponse Th1 TLR4-
dépendante apres une infection par des bactéries Gram-négatives représente un mécanisme de
protection associé a I'infection (pour revue, (Iwasaki et Medzhitov, 2004)).

Les études des sous-populations de DC isolées chez I’homme et chez la souris
montrent que les TLR ont un profil d’expression différent selon chaque sous-population
(Tableau VI) (Iwasaki et Medzhitov, 2004). Ces profils d’expression ouvrent certaines
questions quant a la fonction de reconnaissance des pathogenes par les différentes sous-
populations de DC. Ainsi, les PDC sont des détecteurs tres efficaces des infections virales via
I’expression de TLR7 (Diebold et al., 2004) et TLR9 (Lund et al., 2003) chez la souris.
L’expression de TLR4 par les sous-population de DC chez la souris est controversée mais
I’absence de réponse des DC fraichements purifiées a une infection par du LPS in vitro peut
s’expliquer par 1’absence d’expression de TLR4 tandis que les DC obtenues in vitro

expriment fortement TLR4 et répondent a I’infection (Boonstra et al., 2003).
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2.3.4.  Les cellules dendritiques pulmonaires

2.34.1. Les DC pulmonaires chez le rat

Historiquement, les DC pulmonaires (DCpulm) ont été décrites pour la premiere fois
chez le rat. Des 1988, Holt observe la présence de cellules CMH classe 1I-positives avec une
morphologie caractéristique des DC au niveau de 1’épithélium respiratoire et de la paroi
septale alvéolaire des voies respiratoires du rat mais pas dans les lavages bronchio-alvéolaires
ou il ne détecte la présence que de macrophages (Holt et al., 1988). En 1991, il montre que
ces DCpulm sont présentes dans I’ensemble de 1’épithélium pulmonaire et composent, avec
les macrophages alvéolaires, la premicre ligne de défense dans la surveillance des antigenes
inhalés (Schon-Hegrad et al., 1991). Il dénombre chez le rat une densité de 600 a 800
DCpulm par mm? 2 la surface de 1’épithélium des bronches pulmonaires et environ 75 dans
I’épithélium alvéolaire (Schon-Hegrad et al., 1991). Ce réseau est trés proche de celui formé
par les cellules de Langerhans présentes dans la peau (Holt et al., 1990 ; Holt et al., 1994).
Une étude complémentaire sur le taux de renouvellement des DCpulm montre une demi-vie
inférieure a 2 jours comparée a une demi-vie supérieure a 15 jours pour les LC (Holt et al.,
1994). La seule demi-vie aussi « courte » observée pour des DC interstitielles est celle des DC
intestinales (Pugh et al., 1983 ; Fossum, 1989), ce qui indiquerait qu’un rapide taux de
renouvellement de la population des DC est un phénomene principalement rencontré au
niveau des muqueuses.

Il démontre aussi I’importante capacité de ces DCpulm a induire 1’activation antigene-
spécifique des cellules T in vitro aprés stimulation comparativement aux MA, beaucoup
moins efficaces dans ce domaine (Holt et al., 1988).

Récemment, 1’équipe de Holt a montré que 1’efficacité de capture des Ag inhalés par
les DCpulm au niveau de la trachée et la migration des DCpulm jusqu’aux ganglions
lymphatiques est augmentée en présence de stimuli bactériens (Jahnsen et al., 2006). Ils
montrent que la cinétique de migration est rapide (30 min) et suggerent que la capture des
éléments bactériens s’effectue par la production d’extensions cytoplasmiques par les DCpulm
a travers les cellules épithéliales comme 1’a démontré Niess et al. dans I’intestin (Niess et al.,

2005).
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2.3.4.2. Les DC pulmonaires chez la souris

Chez la souris, les DCpulm sont présentes dans tous les compartiments pulmonaires
incluant les voies respiratoires (trachée, arbre bronchique et alvéoles), le parenchyme, la
plevre et le systeme vasculaire pulmonaire (Figure 19) (pour revues, (Lipscomb et Masten,
2002 ; Lambrecht et Hammad, 2003)).

Les différentes sous-populations de DCpulm sont difficiles a caractériser car elles ont
un phénotype treés proche d’autres cellules pulmonaires telles que les MA. De plus, (i) les
DCpulm sont difficilement accessibles car rares dans les LBA (van Rijt et al., 2004), leur
obtention nécessite une digestion enzymatique des poumons conduisant a un mélange de
DCpulm myéloides (bronchiales, interstitielles et alvéolaires) et de PDC; (ii) elles
représentent moins de 1% des cellules pulmonaires totales (Gonzalez-Juarrero et Orme, 2001
; Vermaelen et Pauwels, 2004) les MI représentant plus de 3% des cellules (Vermaelen et
Pauwels, 2004) ; (iii) les méthodes de séparation cellulaire induisent fréquemment une
activation des DCpulm ; (iv) les DCpulm ne peuvent pas étre identifiées phénotypiquement

par un seul marqueur (Tableau VII) (Vermaelen et Pauwels, 2004).

Deux grands types de DCpulm sont décrits : les DCpulm myéloides et les PDC.

Toutes les DCpulm myéloides expriment les marqueurs membranaires CDl1l1c et
CD11b ainsi qu'un niveau intermédiaire a fort des molécules du CMH II. Selon leur
localisation, elles expriment d’autres marqueurs de surface permettant de les distinguer en
trois sous-populations : les DCpulm myéloides bronchiales, interstitielles et alvéolaires

(Tableau VII).

Au niveau des bronches, les DCpulm myéloides bronchiales forment un réseau dense
au sein de I’épithélium. Elles expriment les molécules CMH II et le CD11b ainsi qu’un niveau
faible a intermédiaire du DEC205. Ces DCpulm myéloides bronchiales n’expriment pas le
CD8a, ni le marqueur Grl (Vermaelen et Pauwels, 2004).

Les DCpulm myéloides interstitielles, situées dans I’interstitium alvéolaire, sont
principalement des DC immatures n’exprimant pas les molécules de co-stimulation CD80,
CD86 ou CD40 et faiblement les molécules du CMH II (Vermaelen et Pauwels, 2004 ; von

Garnier et al., 2005). Aucune DC CD8c" ou CD4" n’ont été décrites dans la population de
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DCpulm myéloides interstitielles fraichement isolée. Toutefois, des DCpulm myéloides
CD8a" peuvent étre générées aprés mise en culture de DCpulm myéloides interstitielles

CD8a pendant 12 heures (Swanson et al., 2004 ; Vermaelen et Pauwels, 2004).
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Figure 19 : Distribution des cellules dendritiques pulmonaires chez la souris (d’apres (Lambrecht, 2005)).

Les DCpulm myéloides présentes dans les alvéoles expriment le marqueur F4/80.
Elles capturent les antigenes inhalés et sont capables d’activer les cellules T spécifiques ex
vivo longtemps apres exposition a des antigenes (Julia et al., 2002). Elles expriment aussi le
facteur de transcription Runx3 qui est un composant essentiel de la cascade de signalisation
TGFp impliquée dans I’inhibition de la maturation des DC (Fainaru et al., 2004).

Une sous-population de DCpulm myéloides exprimant 1’intégrine og/f; et distinct des

DCpulm myéloides interstitielles a récemment été décrite (Sung et al., 2006). Les aE-DC sont
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présentes dans I’interstitium pulmonaire, dans les alvéoles et au niveau de la paroi vasculaire
pulmonaire. Ces DCpulm expriment les molécules CMH II et le CD11c fortement ainsi que le
marqueur CD103, spécifique de la sous-unité ¢4 de I'intégrine ogf; (Sung et al., 2006). Elles
expriment aussi les molécules de co-stimulation CD80, CD86 et CD40 ainsi que des protéines
des jonctions serrées telles que les Claudine-1 et -7 et ZO-2 (Sung et al., 2006). L’expression
de ces molécules pourrait leur permettre de créer des extensions trans-épithéliales ou de
migrer a travers la barriere épithéliale dans les alvéoles pour capturer les Ag comme cela a été

décrit pour les DC intestinales (Rescigno et al., 2001).

Enfin, des travaux récents ont démontré la présence d’une petite population de PDC
B220" Gr1* mPDCA-1" au niveau du tissu pulmonaire et exprimant le marqueur spécifique
120G8 (Asselin-Paturel et al., 2003 ; von Garnier et al., 2005). Les PDC représentent
seulement 0,15% des cellules du parenchyme pulmonaire (von Garnier et al., 2005). Elles
expriment un niveau plus faible de molécules CMH II comparativement aux DCpulm
myéloides mais expriment un fort taux de la molécule inhibitrice PD-L1 (programmed death-
ligand 1) (de Heer et al., 2004), connue pour inhiber I’activation des cellules T en
interagissant avec PD-1 (Brown et al., 2003). Ce profil d’expression, associé a une faible
capacité de stimulation des cellules T ex vivo (de Heer et al., 2004), favorise le potentiel

tolérogene des PDC pulmonaires.

2.3.4.3. Les DC pulmonaires chez I’homme

Chez I’homme, Les premieéres DCpulm furent décrites en 1989 (Nicod et al., 1989).
Les DCpulm humaines sont principalement observées au niveau de 1’épithélium et du tissu
sub-épithélial des bronches et des bronchioles, et constituent environ 1% du contingent
cellulaire (Sertl et al., 1986). Trois sous-populations de DCpulm ont été décrites : deux sont
d’origine myéloide et expriment le marqueur CDI11lc mais varient dans 1’expression des
marqueurs BDCA-1 (ou CDIc) et BDCA-3, constituant les DCpulm myéloides de type 1
(DCml) et 2 (DCm?2), respectivement (Demedts et al., 2005 ; Tsoumakidou et al., 2006) ; et
une sous-population de PDC qui n’expriment pas le CD11c mais qui expriment les marqueurs
BDCA-2 et/ou BDCA-4 ainsi que le récepteur a 1L.-23, CD123 (Tableau VII) (Colonna et al.,
2004 ; Demedts et al., 2005 ; Tsoumakidou et al., 2006).
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Tableau VII : Phénotype des DCpulm chez le rat, la souris et "homme.

Niveau d'expression

. Souris Homme
Fonction Rat
mDC PDC DCml DCm2 PDC
Marqueurs d'activation
CD40 leules d ND - - +/- +/- -
CDS80 mofecules de co- +/- +/- - + +/- -
stimulation
CD86 +/- +/- - + + +/-
F4/30 marqueur d'activation des NA i ND NA NA NA
macrophages
CMH 11 ++ + +/- +++ +++ +++
CDla présentation d'Ag NA NA NA - - +
CDl1d NA + ND NA NA NA
Marqueurs de lignage
BDCA-1 (CDlc) NA NA NA ++ - -
BDCA-2 marqueurs de lignée des  NA NA NA - - ++
BDCA-3 DC dérivées du sang NA NA NA - ++ -
BDCA-4 NA NA NA - - ++
CDlla molécule dadhérence g\ + ND NA NA  NA
intercellulaire
CDl11b interactions +++ ++ - + + -
CDll1c¢ cellulaires/adhérence o+ 4+ +/- ++ ++ -
CD103 (intégrines) NA +- - NA NA NA
D4 récepteurs associés au TCR A . i I A ND
CDSa P - +- - - - ND
CD54 (ICAM-1) molécule d'adhérence ++ +++ ND ++ ++ ++
CD71 récepteur des transferrines NA NA NA + + ND
CD123 récepteur de 1'TL-23 ND ND ND ND ND ++
DEC205 (CD205) récepteur multilectines ND +/- - ND ND ND
DC-SIGN (CD209) ND NA NA NA + + ND
mPDCA-1 ND NA - ++ NA NA NA
Grl (Ly6C et Ly6G) ND ND - ++ ND ND ND
CD45R/B220 ND ND - ++ ND ND ND
120G8 ND NA - ++ NA NA NA
Capacités de stimulation des cellules T
Réaction lymphocytaire
+ +++ + +++ +++ +++

mixte
ND : non disponible
NA : non applicable
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De plus, une faible quantité de DCpulm (moins de 1%) est observée dans les LBA
(van Haarst et al., 1994a). Une petite sous-population de ces DCpulm (environ 20%) exprime
le marqueur caractéristique des LC, le CD1a, et possede de fortes capacités de stimulation des
cellules T in vitro couplées a une faible production de cytokines pro-inflammatoires
(Havenith et al., 1994 ; van Haarst et al., 1994b ; van Haarst et al., 1996). Cette population
CDla" représente un contingent de PDC (van Haarst et al., 1996). La deuxiéme sous-
population de DCpulm présente dans les LBA possede les caractéristiques des DC dérivées de
monocytes avec une capacité moyenne de stimulation des cellules T in vitro associée a une
forte production de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1, I'IL-6 ou le TNF-a (van

Haarst et al., 1996).

2.3.5.  Fonctions des DCpulm dans la réponse immune primaire

aux antigenes inhalés

Les DC jouent un role important dans les régulations immunes par le lien qu’elles
établissent entre I’immunité innée et I’'immunité adaptative. Pour cela les DCpulm doivent (i)
étre recrutées en permanence au niveau des poumons, (ii) étre capable de reconnaitre et de
capturer les antigénes inhalés et (iil) migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques afin de

présenter I’antigéne apprété aux cellules T naives et induire une réponse immune spécifique.

2.3.5.1.  Recrutement des DC au sein des poumons

En condition d’homéostasie, les DCpulm forment un réseau dense de cellules dans
I’interstitium pulmonaire. Des DC, ou leurs précurseurs, sont en permanence recrutés depuis
la circulation sanguine vers les poumons afin de régénérer le pool de DCpulm ayant migré
jusqu’aux ganglions médiastinaux. Les DCpulm sont donc sans cesse renouvellées (pour

revue, (Vermaelen et Pauwels, 2005)).

Les DCpulm humaines fraichement isolées expriment les récepteurs CCR1 et CCRS

(Cochand et al., 1999) dont les ligands, CCL5 et/ou CCL3 sont des chimiokines produites au
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niveau du tissu pulmonaire (Stumbles et al., 2001). Chez la souris, les récepteurs CCR2 et
CCR6 sont nécessaires a I’accumulation progressive des DC dans les poumons en réponse a
un antigene (Osterholzer et al., 2005). De plus, les cellules épithéliales alvéolaires recrutent
indirectement les DC en sécrétant des défensines, petits peptides possédant une activité
bactéricide, produites apres contact avec un pathogene (Cole et Waring, 2002). Chez
I’homme, la B-défensine 2 interagit avec CCR6, fortement exprimé par les DC immatures
(Yang et al., 1999). Enfin, des stimuli non-microbiens peuvent aussi affecter le
renouvellement ou le recrutement des DCpulm. Ainsi, des particules ultra-fines induisent la
sécrétion de CCL20 par les cellules épithéliales alvéolaires humaines, chimioattractant majeur

des DC immatures exprimant CCR6 (Reibman et al., 2003).

Des études chez le rat ont montré que I’inhalation de bactéries ou de particules virales
induit un flux rapide de DC au niveau des poumons, dans certains cas deés 2 heures apres
inhalation (McWilliam et al., 1994). Ce phénomene est spécifique des DCpulm
puisqu’aucune accumulation de macrophages ou de lymphocytes n’est observée. De plus, ce
recrutement de DC est observé au méme moment, ou précede, le recrutement des PNN. Ainsi,

le recrutement des DC fait partie intégrante des phases précoces de la réponse immune innée.

L’origine des cellules recrutées n’est pas clairement définie (cellules différenciées en
DC ou précurseurs) et la prolifération locale de progéniteurs intra-pulmonaires ne peut étre
exclue. En effet, le GM-CSF, un facteur de croissance essentiel a la génération de DC a partir
de monocytes, est exprimé en quantité significative dans les poumons et sa production est
augmentée dans un contexte inflammatoire (Wang et al., 2000). Landsman et al. ont montré
que la population monocytaire peut se différencier en DCpulm en condition d’homéostasie ou

apres inflammation (Landsman et al., 2007).

Le renouvellement des DCpulm peut donc étre dii (i) a un recrutement de DC
sanguines Vvia des signaux chimioattractants appropriés (Suda et al., 1998), (ii) a un
recrutement de précurseurs sanguins (monocytes) qui se différencient en DCpulm sous
I’influence de cytokines sécrétées par les cellules pulmonaires (GM-CSF par exemple) (Wang
et al., 2000), (iii) a une prolifération de progéniteurs intra-pulmonaires sous I’action de
facteurs de croissances sécrétés par les cellules pulmonaires (GM-CSF ou Flt-3L) (Masten et
al., 2004 ; Wang et al., 2006) ou enfin (iv) a une transdifférenciation des macrophages

pulmonaires en DCpulm sous I’influence du GM-CSF (Wang et al., 2000).
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2.3.5.2. Capture de ’antigene et migration jusqu’aux ganglions

lymphatiques

Les DCpulm sont situées dans le tissu pulmonaire de fagon stratégique pour capturer
les antigénes ou les pathogenes inhalés. 11 a ét¢ montré que les DC des muqueuses
intestinales, localisées sous 1’épithélium, forment des extensions entre les jonctions serrées
des cellules épithéliales pour atteindre la lumicre et capturer les antigeénes (Niess et al., 2005).
Lors de ce processus, les DC expriment elles-mémes des protéines impliquées dans les
jonctions serrées afin de conserver I’intégrité de la barriere épithéliale (Niess et al., 2005).
Récemment, une étude chez la souris a montré que les aE-DC expriment elles aussi des
protéines de ce type telles que la Langerine, les Claudine-1 et -7 ainsi que ZO-2 (Sung et al.,
2006). 1l est donc possible que les DCpulm, a I’instar des DC intestinales, émettent des
expensions cytopasmiques a travers la barriere alvéolaire afin de capturer les antigénes ou les
pathogeénes inhalés. Toutefois, ce phénomene n’a pas encore été décrit in Vivo chez la souris
méme si plusieurs travaux semblent le suggérer (Jahnsen et al., 2006 ; Lambrecht, 2006a ;

Sung et al., 2006 ; Landsman et al., 2007).

Des études ont montré que des billes de latex administrées par voie intra-nasale (i.n.)
(Jakubzick et al., 2006) ou des macro-molécules administrées par voie intra-trachéale (i.t.)
(Vermaelen et al., 2001), fluorescentes et incapables de traverser les jonctions serrées de la
barriere épithéliale alvéolaire, sont phagocytées par les DCpulm. Elles sont ensuite retrouvées
dans les ganglions lymphatiques thoraciques dés 6 h (Vermaelen et al., 2001) et jusqu’a 2
jours (Jakubzick et al., 2006) via un mécanisme CCR7/CCR8-dépendant (Vermaelen et al.,
2001 ; Jakubzick et al., 2006). La migration des DCpulm est dirigée par un gradient
chimiotactique de CCL19 et CCL21, provenant des vaisseaux lymphatiques et de la zone T
des ganglions lymphatiques (Randolph et al., 2005). CCR8, récepteur de la chimiokine CCL-
1, agit en association avec CCR7 pour la migration des DCpulm jusqu’aux ganglions
médiastinaux (Jakubzick et al., 2006). Par ailleurs, les voies de transduction du signal apres
activation de CCR7 par CCL19/CCL21 — et donc la migration des DC vers les ganglions
lymphatiques qui en résulte — sont controlées par des médiateurs lipidiques tels que PGE;

(Scandella et al., 2004). Ainsi, PGE,, produit par les cellules épithéliales alvéolaires, pourrait
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stimuler la migration CCL19/CCL21-dépendante des DCpulm apres exposition a un
pathogéne. A 1’inverse, PGD, (prostaglandine D2) inhibe la migration des DCpulm via
I’activation du récepteur DP1 (D-prostanoid receptor 1) (Hammad et al., 2003).

La caractérisation exacte des sous-populations de DCpulm capables de migrer
jusqu’aux ganglions lymphatiques apres phagocytose n’est pas encore établie. Toutefois, Belz
et al. ont montré qu’une sous-population particuliere de DCpulm migre apres infection virale
depuis les poumons jusqu’aux ganglions lymphatiques (Belz et al., 2004). Cette sous-
population de DCpulm est caractérisée par 1’absence d’expression des marqueurs CD8o et
CD11b tandis qu’elles expriment les marqueurs CDI11c et F4/80. Elles peuvent étre une
source d’antigéne pour les DC CD8a", résidant dans les ganglions lymphatiques, qui sont

alors capables d’induire une prolifération des cellules T naives.

L’antigene capturé est délivré dans les vésicules endosomales afin d’étre apprété et
associé aux molécules du CMH de classe II. Lors de leur migration les DCpulm augmentent
I’expression des molécules du CMH II-peptide associé ainsi que celle des molécules de co-
stimulation telles que CD40 et CD86. 1l a été montré que les DCpulm, apres capture de
I’antigene a la périphérie et migration jusqu’aux ganglions lymphatiques, pénétrent les zones
riches en cellules T des ganglions lymphatiques (Vermaelen et al., 2001). Cette topologie est
optimale pour I’activation des cellules T naives et 1’établissement d’une réponse immune

spécifique.

2.3.5.3. Régulation de I’activation des DCpulm

Plusieurs hypotheses ont été avancées pour le maintien des DCpulm a I’état immature
et donc pour le maintien de 1’état de tolérance dans les poumons (Lambrecht et al., 2001). La
sécrétion de médiateurs dans 1’environnement tels que I'TL-10, I’TIL-1ra, le TGF-f ou le NO,
inhibe les fonctions de présentation d’antigene des DCpulm (Holt et al., 1985), de méme que
I’expression de ligands membranaires (cadhérines épithéliales telle que la E-cadhérine) par les
cellules épithéliales (Upham et Stick, 2006). La présence d’expansions nerveuses terminales
non-myélinisées dans les espaces intercellulaires inhibent la maturation des DCpulm via la
sécrétion de neuromédiateurs importants pour la communication entre les systemes nerveux et

immunitaire (Kradin et al., 1997). De plus, la présence des MA est considérée comme un
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facteur inhibiteur des DCpulm et une étude récente chez la souris a montré qu’une déplétion
des MA résulte en une augmentation du nombre de DCpulm dans les poumons et par voie de
conséquence une augmentation de la migration de DCpulm vers les ganglions lymphatiques
drainant (Jakubzick et al., 2006).

Récemment, une étude a montré, chez la souris, que les PDC pulmonaires sont
capables de capturer des antigenes, de migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques et d’induire
un état de tolérance en générant des cellules T régulatrices (Treg) (pour revue, (Hammad et
Lambrecht, 2006)). Ainsi, la déplétion des PDC pulmonaires chez la souris induit une forte
réponse de type Th2 apres inhalation d’antigénes inoffensifs (de Heer et al., 2004). Le
potentiel tolérogene des PDC peut venir de la capacité de ces cellules a produire de 1’IDO
(indoleamine 2,3-dioxygenase), connue pour son effet inhibiteur sur la prolifération des
cellules T (Fallarino et al., 2004) et dans le cadre des maladies inflammatoires pulmonaires
(Hayashi et al., 2004). L’expression d’IDO a récemment été démontrée par les cellules
CD11c" pulmonaires (Swanson et al., 2004), toutefois la sous-population cellulaire exacte qui

est impliquée n’est pas clairement définie.

2.3.54. Induction d’une réponse pulmonaire protectrice et

polarisation de la réponse Th par les DCpulm

Les DCpulm myéloides induisent une réponse immunitaire protectrice contre les
antigeénes inhalés lorsqu’elles sont activées via les TLR ou d’autres PRR (pour revue, (de
Heer et al., 2005)).

Chez la souris, une infection des voies respiratoires par un virus (Influenza A)
(Brimnes et al., 2003 ; Legge et Braciale, 2003), une bactérie (Mycobacterium tuberculosis)
(Marino et al., 2004) ou encore un champignon (Aspergillus fumigatus) (Bozza et al., 2002)
induit une accélération transitoire de la migration des DCpulm vers les ganglions
lymphatiques, associée a la maturation des cellules (augmentation de I’expression des
molécules de co-stimulation CD40, CD80 et/ou CD86 ainsi que des molécules du CMH II).
Le méme phénomene est observé dans les cas d’exposition a un allergene chez des souris
asthmatiques (Vermaelen et Pauwels, 2003).

De plus, une étude a montré qu’une infection virale pulmonaire induit la formation de

tissus lymphoides organisés dans [’interstitium pulmonaire, localisés au niveau des
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bronchioles et en association avec les vaisseaux sanguins (Dahl et al., 2004). Ces structures
sont composées de DC, de cellules T et de cellules B, et sont capables de générer une réponse
immunitaire protectrice (pour revue, (Kiyono et Fukuyama, 2004)). Toutefois, les

mécanismes impliqués dans la formation de ces structures restent a découvrir.

Lorsque les DCpulm atteignent les zones T des ganglions lymphatiques, elles vont
instruire les cellules T naives afin d’établir une réponse immune protectrice. Pour cela, le type
de DCpulm engagée ainsi que son état d’activation, la quantité d’antigéne capturé et apprété,
de méme que les facteurs environnants présents déterminent la nature de la réponse cellulaire

T engagée (Figure 20) (Sporri et Reis e Sousa, 2005).

En condition d’homéostasie, les DC maintiennent un état de tolérance face aux
antigénes inoffensifs (pour revue, (Steinman et al., 2003)). Pour cela, les DCpulm migrent
continuellement jusqu’aux ganglions lymphatiques médiastinaux et présentent des Ag
apprétés et associés aux molécules du CMH II dans un contexte tolérogénique. En effet, il a
été montré que, en absence d’infection, les DCpulm sécretent de 1I’'IL-10 et expriment les
molécules ICOS-L (inducible costimulator ligand) et DP-L1 favorisant la différenciation des
cellules T CD4 naives en cellules Treg CD4"CD25" (Akbari et al., 2003). Les cellules Treg
ainsi produites controlent 1’inflammation en produisant des cytokines immunosuppressives
telles que I’IL-10 ou le TGF-B.

Lors d’une infection, un des mécanismes permettant la génération de cellules T
effectrices en présence de cellules Treg est la forte production d’IL-6 par les DC en réponse a
I’activation des TLR apres reconnaissance de PAMP (Pasare et Medzhitov, 2003). Apres
activation des cellules T CD4", leur différenciation en cellules effectrices Thl ou Th2 est
controlée par plusieurs facteurs environnementaux dont les cytokines produites par les DC

(pour revue, (Iwasaki et Medzhitov, 2004)).

Une réponse Thl est caractérisée par la production d’IFN-y et de TNF-f par les
cellules T. Elle est induite apres une infection bactérienne ou dans le cadre d’une infection
virale. Dans le poumon, I'IL.-12 semble jouer un role important dans 1’établissement de la
réponse Th1 (Kuipers et al., 2004). Toutefois, une étude a montré que la réponse Th1 induite
par les DCpulm apres incubation avec du LPS est indépendante de la sécrétion d’IL-12 par les

DCpulm (Kuipers et al., 2003).
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Figure 20 : Diagramme schématique des réponses immunes spécifiques induites par les DCpulm selon les
stimuli détectés dans 1’air inhalé (adapté d’apres (Vermaelen et Pauwels, 2005)).
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I1 a été montré que les DCpulm ont une forte capacité a induire 1’activation de cellules
T naives vers une réponse Th2 (Stumbles et al., 1998 ; Dodge et al., 2003). La polarisation de
la réponse Th2 est dirigée par la sécrétion d’IL-6 par les DCpulm en absence d’IL-12 (Dodge
et al., 2003). Le role joué par I'IL-10 dans 1’établissement de ce type de réponse est
aujourd’hui controversé. Cette cytokine semble plutdt jouer un role dans I’établissement de la
tolérance pulmonaire. La différenciation des cellules T CD4" en cellules de type Th2 est
caractérisée par la production de cytokines telles que I'IL-4, ’IL-5, I’IL-9 et I'IL-13 par les

cellules T effectrices.

Les DCpulm jouent donc un role essentiel dans I’échantillonnage des antigeénes inhalés
ainsi que dans le maintien de la tolérance au sein du poumon. Elles forment un lien direct
entre ’immunité innée et adaptative par leur fonction CPA apres migration dans les ganglions
lymphatiques thoraciques et peuvent ainsi initier une réponse immune adaptative spécifique

apres infection.

2.4. Cellules recrutées en condition de non homéostasie

Différentes pathologies pulmonaires peuvent conduire a un recutement cellulaire au
sein des poumons. Ainsi, une infection bactérienne, une infection virale ou encore une I1ésion
pulmonaire peuvent provoquer un recrutement de monocytes, de granulocytes et/ou de
lymphocytes. L’asthme représente une pathologie pulmonaire particuliere caractérisée par une
inflammation chronique avec une sécrétion excessive de mucus, une congestion de la
muqueuse respiratoire et une hyperréactivité des muscles lisses des bronches (pour revue,
(Vermaelen et Pauwels, 2005)).

Les monocytes sont des cellules phagocytaires qui peuvent se différencier en MA ou
MI ainsi qu'en DC en fonction des stimuli environnementaux (cytokines et facteurs de
croissance, M-CSF ou GM-CSF principalement) et selon la sous-population de monocyte
recrutée (cf. 2.2.1.1. et 2.3.5.1.). En effet, Landsman et al. ont montré que la sous-populaion
de monocytes Gr1™" / CX3CR1™ donne naissance aux DCpulm tandis que les monocytes
Gr1™®*® / CX;3CR1™ peuvent se différencier en macrophages pulmonaires ou en DCpulm

dans certaines conditions (Landsman et al., 2007). Le recrutement des monocytes est
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dépendant de la sécrétion de CXCL2 (ou macrophage inflammatory protein (MIP)-2a) au
sein du poumon et une étude a démontré qu’une surexpression de cette chimiokine par les
pneumocytes de type 2 entraine une accumulation de monocytes au niveau des sites de
sécrétion (Gunn et al., 1997).

Les PNN sont des cellules de I’'immunité innée essentielles, généralement présentes au
niveau des capillaires pulmonaires (Mizgerd, 2002). Ils peuvent étre recrutés dans les espaces
alvéolaires apres stimulation et suite a la production de cytokines telles que le TNF-o ou I'IL-
1 (Mulligan et Ward, 1992), ou suite a 1’expression de molécules telles que intracellular
adhesion molecule (ICAM)-1 (Qin et al., 1996), ou encore suite a I’expression de chimiokines
telles que CXCL2 (Greenberger et al., 1996).

Les cellules T effectrices sont généralement recrutées plus tardivement que les autres
cellules de I'inflammation (monocytes et PNN). Leur recrutement sur le site de I’infection
nécessite leur activation préalable par les DCpulm dans les ganglions lymphatiques
thoraciques puis la migration des cellules T effectrices au site de I'infection. Dans ce cas
aussi, la localisation et le moment ou sont exprimées les molécules d’adhésion et ou sont
sécrétées les molécules chimioattractantes sont importants. Les mécanismes mis en jeu dans
le recrutement des cellules T effectrices sont tres complexes et encore mal connus (Kaiserlian

et al., 2005).
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1. B. anthracis et armes biologiques

B. anthracis fait partic des agents a fort potentiel d’utilisation comme arme
biologique : il est class€é comme agent biologique de «classe A » dans la classification du
CDC, rang comportant les agents biologiques les plus dangereux. Cette classification est
basée sur le pouvoir pathogene, la virulence et le niveau de menace que représente 1’agent
biologique. B. anthracis est une bactérie dont la production est simple et peu coiiteuse, sa
dissémination est aisée et elle peut résister dans 1’environnement sous forme de spores. Le
taux de mortalité en cas d’infection par inhalation est élevé et, en cas d’attaque a grande
échelle, I’impact psychologique sur la population est sévere. B. anthracis répond aussi aux
criteres définis par Rosebury en 1949 dont les principaux sont : une incubation courte, une
maladie mortelle pour laquelle aucun vaccin n’est disponible, une aérosolisation possible ainsi
qu’un transport et un stockage facile.

L’agent du charbon fait ainsi partie des modeles d’agents bactériologiques
militarisables comme en atteste son histoire. En 1936, et malgré les décisions de la
Convention de Geneve en 1925 interdisant 1’utilisation ou la fabrication d’armes chimiques
et/ou bactériologiques, les Japonais créent ’'unité U731 qui a pour but de tester les effets de
plusieurs agents biologiques (dont le bacille du charbon) sur I’homme. En 1941, I’ Angleterre
expérimente sur des moutons, des bombes chargées de spores en champ libre sur 1’ille de
Gruinard au nord de I’Ecosse (Manchee et al., 1982). Des spores viables persisteront jusqu’a
la décontamination de 1’ille par du formaldéhyde en 1986, soit 45 ans plus tard. Dans les
années 1950-1960, les Etats-unis menent des expériences sur les armes biologiques, incluant
les spores de charbon, jusqu’a ce que le président Nixon mette fin a ces programmes en 1969.
Ces recherches permirent I’obtention d’un premier vaccin humain acellulaire contre la
maladie du charbon (cf. Chapitre I, § 3.5.2.2).

Malgré la convention internationale interdisant les armes biologiques en 1972, I’Union
Soviétique a poursuivi la militarisation du bacille du charbon dans le complexe militaro-
industriel Biopreparat. En 1979, un accident survenu dans la base militaire de Sverdlovsk
(rebaptisée depuis Ekaterinenbourg) disperse un aérosol de spores de charbon, causant une
épidémie de charbon pulmonaire avec 96 cas dont 68 mortels dans un premier temps donnés

comme des cas gastro-intestinaux (Abramova et al., 1993 ; Meselson et al., 1994). Cet
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incident, d@i 2 une explosion ou a une défaillance d’un filtre, démontra le potentiel 1étal d’un
aérosol de spores de charbon sur une ville et confirma la possibilité d’utilisation de ce
pathogéne comme arme biologique. En 1991, sous la pression des inspecteurs de 1I’ONU,
I’Irak reconnait que des recherches sur I’utilisation offensive du charbon et le développement

d’armes sont conduits au sein du pays (Zilinskas, 1997 ; Shafazand et al., 1999).

Parallelement a une utilisation militaire classique, une nouvelle menace est apparue
ces dernieres années : 1’utilisation de I’agent du charbon comme arme bioterroriste. C’est en
effet une arme accessible et peu coliteuse pour un groupuscule terroriste et un petit

laboratoire, méme rudimentaire, suffit pour cultiver la bactérie en peu de temps.

En octobre 2001, les Etats-Unis ont été la cible d’attaques bioterroristes avec 1’envoi
d’au moins 5 lettres contaminées par des spores de charbon (Inglesby et al., 2002). Au total,
22 cas de charbon ont été rapportés : 11 cas cutanés et 11 cas pulmonaires dont 5 se sont

avérés fatals malgré un traitement antibiotique approprié (Jernigan et al., 2001).

2. Physiopathologie du charbon d’inhalation

La physiopathologie de la maladie du charbon reste mal connue encore de nos jours.
Le lien entre les événements moléculaires et la réponse physiologique de 1’animal est
complexe. L’étude de modeles animaux permet de mieux comprendre les mécanismes mis en

jeu lors d’une infection par inhalation.
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2.1. Premieres études et aspects cliniques chez les rongeurs

Des 1888, Buechner expérimente une infection par inhalation chez le lapin, le cobaye
et la souris en placant les animaux dans une chambre d’inhalation (Figure 21) (Buechner,
1888). 11 démontre ainsi que la dose de spores nécessaire pour obtenir la 1étalité lors d’une
infection par inhalation est plus faible que lors d’une infection par voie gastro-intestinale. Il
effectue une cinétique de prélevements de tissu pulmonaire afin de retrouver le site de
germination et de multiplication des spores avant leur passage dans la circulation sanguine
(Buechner, 1888). Il ne trouve qu’un seul agrégat de formes végétatives au niveau de I’arbre

pulmonaire sur une seule coupe de tissu et ne remarque aucune lésion pulmonaire.

g ohre st

Figure 21 : Systeme expérimental d’infection par inhalation chez le lapin (d’apres (Buechner, 1888))

2.1.1. Physiopathologie chez le cobaye

Les cobayes sont particulierement sensibles a une infection par inhalation avec des
spores virulentes de B. anthracis exprimant la capsule et les toxines (Tableau VIII).

En 1957, Ross étudie une cinétique de germination et de prolifération des spores apres
infection par voie i.t. dans un modele cobaye avec des spores virulentes (Ross, 1957). Une

coloration au « carbol fuchsine » chaud lui permet de discerner les spores dormantes (colorées
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en rouge) des spores en phase de germination et des formes végétatives (toutes deux colorées
en bleu). Il démontre ainsi I’'importance des phagocytes pulmonaires dans 1’élimination des
spores au niveau des alvéoles. Les spores sont phagocytées en une heure et transportées
jusqu’aux ganglions lymphatiques trachéo-bronchiques via les vaisseaux lymphatiques ou
elles sont retrouvées des 4 heures. II note que l’'infection résulte de la prolifération
extracellulaire des formes végétatives dans les ganglions lymphatiques. Apres 24 heures, il
observe une prolifération des bacilles dans le sang. De la méme fagcon que Buechner et
Barnes, il n’observe aucun recrutement de PNN ni de 1ésions au niveau du tissu pulmonaire.
C’est seulement quelques heures avant la mort de I’animal que des bacilles sont
retrouvés dans les poumons, conséquence d’une infection secondaire faisant suite a I’'infection

systémique et a la propagation des bactéries dans la circulation sanguine.

2.1.2. Physiopathologie chez la souris

En 1986, Welkos et al. observent, pour différentes souches de souris, une différence
de sensibilité a I’infection sous-cutanée avec des spores de B. anthracis de souches virulentes
ou atténuées (Welkos et al., 1986). Ces différentes de sensibilités sont retrouvées apres une
infection par inhalation avec des spores de B. anthracis de souches virulentes (Lyons et al.,
2004).

Mais les premieres données anatomopathologiques datent de 1947 ou Barnes observe,
comme Ross chez le cobaye, que les animaux de laboratoire (lapin, cobaye et souris) infectés
par des spores virulentes cap*/tox” de B. anthracis par aérosol ne présentent de symptdmes
pulmonaires que quelques heures avant leur mort (Barnes, 1947). Il remarque que la quantité
de spores présente dans les poumons diminue rapidement dans les 24 heures qui suivent
I’infection (Tableau VIII). Il ne détecte aucune forme végétative de la bactérie au niveau des
poumons et le nombre de spores retrouvées dans les ganglions lymphatiques 24 heures apres
infection est faible et treés variable entre individu. I suggere que les spores sont détruites au
sein méme des poumons, ou bien qu’elles quittent les poumons par une autre voie que la
circulation lymphatique. Une hypothese est qu’elles atteignent les ganglions lymphatiques et
sont rapidement détruites, ou encore qu’elles passent rapidement dans la circulation sanguine
depuis les ganglions (Barnes, 1947). 1l parvient toutefois a démontrer que les poumons ne

constituent pas un site de germination et de prolifération pour les spores de B. anthracis, a

-76 -



Chapitre III : « Charbon d’inhalation »

I’inverse des ganglions lymphatiques qui constituent un site privilégié de germination et de
prolifération des spores. Ces études sont les premieres a démontrer une implication directe du
systeme lymphatique dans la propagation du pathogene, sans 1ésions apparentes des poumons.

Lyons et al. observent des spores dans les ganglions lymphatiques drainant dés 5
heures apreés infection par voie i.t. avec une souche virulente (Lyons et al., 2004). La
dissémination du pathogene est caractérisée par 1’observation de bacilles dans la rate a 48
heures. Des lé€sions vasculaires au niveau des poumons sont observées 48 heures apres
infection, avec présence de bacilles dans I’interstitium pulmonaire mais absence
d’inflammation apparente du parenchyme pulmonaire. Un lien étroit est établi entre la
présence de bacilles dans I’interstitium pulmonaire et dans la rate, démontrant que la présence
de bacilles au sein des poumons résulte d’une infection secondaire faisant suite a I’infection
systémique et a la prolifération du pathogeéne. Une nécrose sévere et une hémorragie sont

ensuite détectées au niveau de la rate. La mort survient 2 a 3 jours apres infection (Lyons et

al., 2004).

Plusieurs travaux ont montré le role important de la capsule dans la dissémination de
B. anthracis chez la souris (Lyons et al., 2004 ; Drysdale et al., 2005 ; Heninger et al., 2006).
Ainsi, une délétion du plasmide pXO2, portant les genes codant pour la synthese de la
capsule, diminue considérablement les capacités de dissémination du pathogeéne apres
infection par inhalation (Drysdale et al., 2005). Plusieurs travaux, utilisant la forme capsulée,
décrivent des formes végétatives dans la rate dés 24-48 heures apres infection a la fois avec
des souches produisant la capsule et sécrétant les toxines (Lyons et al., 2004 ; Drysdale et al.,
2005) et avec des souches capsulées et atoxinogenes (Heninger et al., 2006) tandis qu’aucune
dissémination n’est observée avec une souche acapsulée (Drysdale et al., 2005). Ces résultats
confirment que la capsule est nécessaire a la dissémination de B. anthracis et que les poumons

ne constituent pas le site de germination et de prolifération du pathogene.
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Tableau VIII : Etude de la cinétique d’infection chez les rongeurs aprés infection par inhalation de spores de B. anthracis.

Cinétique d'infection

N Souche de voie Ganglions o
Espece B.anthracis dinfection DLs, Poumons lymphatiques Sang Rate Mort Référence
lapi 300000 iminuti
apin ND . Dumnut}on dl,l\ nb de 24h : nb de spores 48h : pas de spore et/ou .
cobaye N in. 185000 spores jusqu'a 24h . . . . . 7 jours (Barnes, 1947)
’ (cap™/tox™) . faible et variable bacille mis en évidence
souris 700000 Pas de bacille
4h : spores dans les
M.36 35min : spores phagocytes, pas de 24h :
cobaye (ca +./tox+) it 50000 phagocytées spore libre prolifération ND ND (Ross, 1957)
P 24h : Pas de bacille 18h : bacilles de bacilles
24h : prolifération
24h : 1ésions pas

souris Ames in 37000 d’inflammation 5h : dissémination 48h :

BALB/c (cap*/tox”) it 50000 48h : présence de tres Yar}atl)le entre ND d1ssem1n.at10n 2-3 jours (Lyons et al., 2004)
bacilles dans le individus des bacilles
septum
24h :
dissémination 6 iours

souris UT500 . 1000 3h: 95% de formes ND ND des bacilles (ajl 0x (Drysdale et al.,

BALB/c (cap*/tox™) o végétatives 72h : nécrose DLs,) 2005)
étendue et 50
hémorragie
. 24h : .

Souris UT500 48-72h : présence de N . (Heninger et al.,

BALB/c (cap*/tox") it 10000 bacilles ND ND dissémination ~ 2-3 jours 2006)

ND : non disponible.

cap*/tox” : souche virulente produisant la capsule et sécrétant les toxines (LT et ET).
i.n. : intra-nasal.

1.t. : intra-trachéal.

DLs, : dose 1étale induisant 50% de mortalité.
nb : nombre

des bacilles



Chapitre III : « Charbon d’inhalation »

2.2.  Données anatomopathologiques chez les primates non-

humains :

Les études portent principalement sur des observations post-mortem (entre 2 et 10
jours apres infection) et les données observées aux temps précoces restent rares (Lincoln et
al., 1965).

Des études ont montré que des chimpanzés exposés a un aérosol d’environ 50000
spores d’une souche virulente présentent des symptdmes caractéristiques seulement quelques
heures avant leur mort (Albrink et Goodlow, 1959 ; Vasconcelos et al., 2003).

Plusieurs études sur des modeles de primates non-humains infectés par aérosols
confirment que les spores sont phagocytées par les cellules alvéolaires et transportées
jusqu’aux ganglions lymphatiques dans les 18 heures qui suivent I’infection (Henderson et al.,
1956 ; Albrink et Goodlow, 1959 ; Lincoln et al., 1965). La germination des spores a lieu
dans les ganglions lymphatiques et non dans les poumons (Henderson et al., 1956). Des
bacilles sont observés dans les ganglions lymphatiques environ 12 heures avant leur détection
dans le sang (Lincoln et al., 1965). La septicémie s’établit 8 heures aprés 1’observation des
premiers bacilles dans le sang (Lincoln et al., 1965). Les différentes études montrent que les
1ésions observées apres infection sont similaires entre les différentes especes de primates non-
humains telles que les singes rhésus (Fritz et al., 1995) et cynomolgus (Vasconcelos et al.,

2003) et avec celles observées chez ’homme (Abramova et al., 1993).

2.3.  Données anatomopathologiques chez I’homme :

Tous ces modeles animaux présentent de fortes similitudes avec les données

anatomopathologiques observées chez I’homme.

Les analyses des rares cas humains de charbon d’inhalation naturels (Albrink et
Goodlow, 1959 ; Albrink et al., 1960 ; Brachman, 1961) ou provoqués (accident de
Sverdlosk, 1979 ; attaques a I’automne 2001 aux Etats-Unis) rapportent que les phagocytes
chargés de spores s’accumulent au niveau des ganglions lymphatiques, site ou les spores

germent et ou les bacilles proliférent (Grinberg et al., 2001 ; Jernigan et al., 2001). Chez les
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patients ayant développé un charbon pulmonaire, les étude post-mortem montrent que les
ganglions lymphatiques médiastinaux sont hémorragiques et nécrosés (Abramova et al., 1993
; Grinberg et al., 2001 ; Jernigan et al., 2001). Un rapport montre que les Iésions observées au
niveau des ganglions sont plus étendues que les autres sites d’infection (Grinberg et al.,
2001). Les bactéries se propagent ensuite dans la circulation sanguine avec pour conséquence
une septicémie et une toxémie. Des lésions au niveau intestinal sont aussi notées mais
proviennent d’une dissémination du pathogene via la circulation sanguine étant donné que les
ganglions lymphatiques mésentériques ne présentent pas de 1ésions apparentes (Abramova et

al., 1993).

Figure 22: Radiographie thoracique antéropostérieure d’un patient ayant développé la forme
pulmonaire de la maladie du charbon suite aux attaques bioterroristes de 2001. L’élargissement médiastinal
caractéristique de la forme pulmonaire est clairement visible ainsi qu'un épenchement pleural (d’apres (Bush et
al., 2001)).

Les attaques bioterroristes de 1’automne 2001 aux Etats-Unis ont fait ressurgir la
gravité d’une infection par voie respiratoire et les méconnaissances des mécanismes
immunitaires impliqués. Plusieurs cas ont été précisément décrits (Borio et al., 2001 ;
Jernigan et al., 2001 ; Mayer et al., 2001 ; Barakat et al., 2002) et ont permis de mieux
connaitre les symptomes conduisant au diagnostique clinique du charbon pulmonaire : toux et
vomissements associés a un élargissement médiastinal observé par radiographie et sur un
scanner thoracique (Figure 22) (Bush et al., 2001 ; Kyriacou et al., 2004). Ces symptomes

reflétent la migration massive de phagocytes pulmonaires jusqu’aux ganglions lymphatiques
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médiastinaux conduisant a une hypertrophie des ganglions hilaires associée a des

épanchements pleuraux (Guarner et al., 2003).

3. Modele actuel du charbon d’inhalation

Trois étapes majeures peuvent €tre décrites durant une infection par inhalation : (i) une
phase invasive au sein des poumons durant laquelle les toxines ont des effets a courte distance
sur les phagocytes pulmonaires principalement ; (ii) une phase de prolifération des bacilles
dans les ganglions lymphatiques avec un effet local des toxines ; et enfin, (iii) une phase
terminale de diffusion caractérisée par un taux élevé de bactéries dans le sang et des effets a
longue distance des toxines conduisant a la mort de I’hote (voir Annexe I, (Tournier et al.,
2007)). Cependant, peu de données concernant ces différentes étapes sont actuellement

disponible apres infection par inhalation chez I’homme et chez 1’animal.

3.1.  Charbon d’inhalation : phases précoces de I’infection

Lors d’une infection par inhalation, les spores pénetrent jusqu’aux alvéoles et les
mécanismes mis en jeu pour le passage de ces spores, immobiles, a travers la barriere
épithéliale alvéolaire restent inconnus et les cellules impliquées ne sont pas encore bien
identifiées. De plus, les études in vivo chez la souris montrent que de nombreux bacilles sont
retrouvés au niveau des ganglions lymphatiques 5 heures apres infection tandis que seules des
spores sont retrouvées au niveau du poumon jusqu’a deux jours apres infection (Lyons et al.,
2004). La germination des spores au niveau des poumons reste tres limitée et aucun bacille
n’est observé avant la pathologie systémique liée a la dissémination du pathogene (Lyons et
al., 2004). Ces observations suggerent que les spores sont rapidement transportées depuis les
alvéoles jusqu’aux ganglions lymphatiques drainants mais les cellules participant au transport

des spores ne sont pas caractérisées.
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Les principaux travaux in Vitro sur les interactions phagocytes pulmonaires-B.
anthracis portent sur I’implication des MA (Guidi-Rontani et al., 1999 ; Cote et al., 2004),
population majoritaire des LBA et donc de 1’espace alvéolaire (Vermaelen et Pauwels, 2004).
Une autre étude a montré que les spores de B. anthracis germent dans les phagolysosome des
MA (Guidi-Rontani et al., 1999). Les MA ont alors été proposés pour jouer le role de « cheval
de Troie » lors de I’infection (Guidi-Rontani, 2002).

Une étude plus récente a montré que la déplétion des macrophages pulmonaires par du
clodronate induit une persistance des spores au niveau des alvéoles (forte concentration dans
les LBA) et une germination des spores au niveau du tissu pulmonaire 48 heures apres
infection (Cote et al., 2006). Les auteurs suggerent que les MA pourraient donc jouer un role
dans I’inhibition de la germination des spores au sein méme des poumons. A 1’inverse, une
déplétion des PNN n’induit aucune modification dans I’élimination des spores ni leur
germination au niveau du tissu pulmonaire (Cote et al., 2006). Les PNN semblent donc jouer

un role secondaire dans la dissémination du pathogene et 1’élimination des spores.

Les DCpulm constituent une autre population d’intérét pouvant jouer un rdle
important dans les phases précoces de 'infection par leur capacité de migration jusqu’aux
ganglions lymphatiques, caractéristique absente chez les MA (cf. Chapitre II). Les DCpulm
ont une forte capacit¢é de migration vers les ganglions lymphatiques thoraciques
comparativement aux MA (Jakubzick et al., 2006) et leur capacité de migration est augmentée
au cours d’une infection bactérienne pulmonaire (Jahnsen et al., 2006). Cela pourrait se
traduire in vivo par une augmentation de la migration des DCpulm vers les ganglions

lymphatiques thoraciques apres phagocytose de spores de B. anthracis.

Le role de ces deux types cellulaires dans le transport des spores jusqu’aux ganglions

lymphatiques n’a encore jamais été démontré in vivo.
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Chapitre III : « Charbon d’inhalation »

3.2.  Inhibition de la réponse immune adaptative et diffusion du

pathogene

Lors de la migration des phagocytes pulmonaires infectés vers les ganglions
lymphatiques, un certain nombre de spores peuvent germer dans le phagosome, comme cela a
pu étre montré in vitro sur des MA murins (Guidi-Rontani et al., 1999) et c’est a partir des
ganglions lymphatiques que le pathogeéne se propage dans tout I’organisme. Aucune donnée,
In Vivo ou ex Vvivo, concernant la germination des spores au sein des DCpulm n’est disponible.

Le role de I'immunité adaptative dans le charbon d’inhalation est controversé du fait
de la rapidité de I’infection (Starnbach et Collier, 2003). Les patients ayant développé un
charbon pulmonaire apres les attaques bioterroristes de 2001 ne présentaient pas d’ Ac anti-PA
détectable dans les premiers prélevements sanguins et n’ont donc pas développé de réponse
spécifique (Quinn et al., 2004). Toutefois, une étude récente démontre, par 1’analyse de tests
cellulaires, que I’exposition a des spores induit une réponse immune dose-dépendante chez les
patients (Doolan et al., 2007) Les toxines sécrétées pourraient jouer un role a ce niveau de
I’infection, les ganglions lymphatiques thoraciques étant le site de présentation de 1’antigene
aux cellules T naives par les DC. Ainsi, le lien entre ’'immunité innée et la réponse immune
adaptative n’aurait plus lieu si la fonction CPA des DC était inhibée. Toutefois, les données in
VIVO ou ex Vivo sur les effets des toxines sur la fonction CPA des DCpulm sont absentes.

La phase terminale du charbon d’inhalation est corrélée aux effets des toxines apres
diffusion du pathogene dans la circulation sanguine. C’est durant cette phase, qui précede la
mort de 1’hdte, que de nombreux bacilles sont observés dans le sang ainsi que dans la rate et
les poumons chez la souris (Tableau VIII) (Lyons et al., 2004 ; Drysdale et al., 2005). Les
formes végétatives produisent de grandes quantités de toxines dont les effets ont été
largement étudi€s apres injection i.v. dans plusieurs modeles in vivo. Toutefois les études
physiopathologiques apres infection par inhalation avec une souche virulente sont rares et
souvent anciennes.

Lorsque la phase tardive, correspondant a une toxémie sévere, est atteinte, aucun
traitement antibiotique n’est efficace car il ne permet pas la neutralisation des toxines. C’est
pourquoi une meilleure compréhension des phases précoces de la maladie semble nécessaire
afin de développer des stratégies thérapeutiques mieux adaptées dans le cadre d’une infection

pulmonaire par des spores de B. anthracis.
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Objectifs

Une des énigmes de ’infection pulmonaire par B. anthracis concerne les mécanismes
exacts menant a la forme clinique sévere via les voies respiratoires, et plus particulierement le
mécanisme par lequel des spores immobiles sont capturées dans 1’alvéole et transportées
jusqu’aux ganglions lymphatiques dans les phases précoces de l’infection et sans 1ésions

pulmonaires apparentes.

Le but de mon travail de these est de mieux connaitre la physiopathologie de
I’infection par le bacille du charbon dans un modele murin et tout particulierement de décrire
les mécanismes primordiaux d’interaction entre le pathogeéne et 1’héte dans la forme
pulmonaire de la maladie ainsi que le rdle précis joué par les DCpulm lors des phases
précoces de I’infection.

Au début de ce travail de these, la majorité des données existantes sur la pénétration
du pathogene lors de I’infection reposait sur des études restreintes aux MA. Les études
menées in Vitro sur les effets des toxines sur des DC spléniques chez la souris (Agrawal et al.,
2003) ainsi que d’autres travaux menés au sein du laboratoire sur des DCMO (Tournier et al.,
2005) nous ont amené a suspecter le rdle majeur que pouvaient jouer les DCpulm au cours de

I’infection.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les phagocytes pulmonaires (DCpulm
et M®pulm) ex vivo dans un modele murin. Ainsi, nous avons étudié les effets des toxines de
B. anthracis aprés infection des phagocytes pulmonaires in vitro avec des spores de B.
anthracis acapsulées sécrétant les deux ou une seule des deux toxines ou encore avec une
souche acapsulée et atoxinogene. Cette étude nous a permis d’évaluer la sensibilité des
DCpulm pour chacune des deux toxines sécrétées au cours de I’infection.

Dans un second temps, apres analyse des résultats obtenus in vitro, nous avons étudié
le role joué par les DCpulm dans les mécanismes de propagation du pathogene lors de
I’infection. Pour cela, nous avons développé une stratégie in vivo d’infection par voie i.n. avec

une souche acapsulée et toxinogene. Nous avons examiné les phases précoces de 1’infection
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au niveau des différents compartiments pulmonaires (LBA et parenchyme pulmonaire) et au

niveau des ganglions lymphatiques thoraciques.

Ces deux études ont permis de mieux comprendre le role des DCpulm mais aussi celui
des M®pulm dans la physiopathologie du charbon d’inhalation et les résultats font 1’objet de
deux articles présentés dans ce manuscrit.

Pour plus de cohérence scientifique, nous ne présenterons pas les deux articles selon la
chronologie de réalisation du travail, mais nous aborderons dans un premier temps le travail
In Vivo qui se rapporte a la compréhension des étapes les plus précoces de I’infection, puis
dans un deuxiéme temps nous présenterons le travail in vitro sur 1’étude de 1’effet des toxines

qui correspond a un stade plus tardif de I’infection.
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Résultats

1. Caractérisation des sous-populations de phagocytes du tissu

pulmonaire (Article I1)

La premiere étape de mon travail de these fut la caractérisation des différentes sous-
populations cellulaires présentes au sein du tissu pulmonaire, et plus particuliecrement la
caractérisation des phagocytes pulmonaires. C’est au cours de I’étude ex vivo et en se basant
sur la littérature (Lagranderie et al., 2003 ; Vermaelen et Pauwels, 2004) que celle-ci a été
réalisée.

Trois sous-populations cellulaires ont été obtenues au niveau des poumons apres
digestion et sélectionnées en fonction de 1’expression des marqueurs CD11¢/CD11b : (i) une
population CD11¢™/CD11b™"*® (M®pulm) ; (ii) une population CD11c™e™édre (ncpy p™
(DCpulm myéloides) ; et (iii) une population CD11c™"/CD11b™" (monocytes). Les M®pulm
sont des cellules présentant une forte autofluorescence en comparaison aux DCpulm qui
autofluorescent peu. De plus, les DCpulm expriment un taux élevé de molécules du CMH 11
tandis que les M®pulm ne I’expriment pas. Apres caractérisation de ces différentes sous-
populations cellulaires du parenchyme pulmonaire, nous avons analysé le rdle de chacune
d’elles au cours des phases précoces de 1’infection in vivo.

Nous avons également isolé les phagocytes pulmonaires exprimant le marqueur
CDl11c a I’aide de billes magnétiques. Apres purification, nous avons obtenu une suspension

cellulaire comprenant environ 70% de MI et 10% de DCpulm myéloides.
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2. Etude de la propagation des spores de B. anthracis lors des

phases précoces d’une infection par inhalation (Article I)

Au cours de cette étude, nous avons utilis€ deux modeles murins complémentaires afin
de déterminer le role respectif des MA et des DCpulm dans la migration des spores jusqu’aux

ganglions lymphatiques thoraciques.

2.1. Cinétiques d’infection des populations cellulaires des
différents compartiments pulmonaires aux temps précoces

de P’infection

La premicere barriere de défense cellulaire rencontrée par les spores dans 1’alvéole est
représentée par les MA. Ainsi, dés 10 minutes, nous montrons que plus de 50% de la
population des MA a déja phagocyté les spores ayant atteint les espaces alvéolaires, puis le

taux de MA infectés ne varie plus au cours de I’infection.

L’analyse du tissu pulmonaire montre que des spores sont phagocytées par les
macrophages pulmonaires et les DCpulm 30 minutes apres infection. La présence de DCpulm
infectées des 30 min dans le parenchyme pulmonaire, associée a 1’absence des DCpulm dans
les LBA, suggere 1’existence de mécanismes de capture des spores dans les alvéoles par les
DCpulm a travers la barriere épithéliale alvéolaire.

Les monocytes présents dans I’interstitium pulmonaire aux temps précoces ne
phagocytent pas de spores. Les DCpulm et les macrophages pulmonaires constituent donc les
seules cellules infectées du parenchyme pulmonaire, ce qui démontre I’importance des

phagocytes dans la clairance des pathogenes présents dans I’espace alvéolaire.

Un fort recrutement de DCpulm et de monocytes est ensuite observé dans les alvéoles
(6 heures apres infection). Les DCpulm ainsi recrutées phagocytent tres efficacement les

spores présentes dans les alvéoles comparativement aux MA ou aux monocytes.
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2.2. Contacts DCpulm - pathogeéne au cours des phases précoces

de Pinfection

Deés 10 minutes, des contacts proches sont observés dans les alvéoles pulmonaires
entre les DCpulm et les spores sans phagocytose. Ce n’est qu’a 30 minutes que des
colocalisations DCpulm — spores sont observées, correspondant a la phagocytose active des

spores par les DCpulm.

2.3. Cinétique de diffusion du pathogéne jusqu’aux ganglions

lymphatiques thoraciques

Plusieurs travaux ont mis en évidence la capacité de migration des DCpulm jusqu’aux
ganglions lymphatiques (Vermaelen et al., 2001 ; Jakubzick et al., 2006). Ici, nous montrons
que, suite a une infection par inhalation, des spores sont transportées des 30 minutes dans les
ganglions lymphatiques thoraciques, et qu’elles sont associées aux DCpulm. La proportion de
cellules infectées observées dans les ganglions ne cesse d’augmenter jusqu’a 72 heures apres
infection.

Le flux continu de DCpulm depuis les poumons jusqu’aux ganglions lymphatiques
thoraciques est associé a une déplétion du tissu pulmonaire en DCpulm 4 heures apres

infection.
Nous montrons ici que les DCpulm jouent donc le role de « cheval de Troie » pour les

spores de B. anthracis et transportent les spores de la muqueuse pulmonaire jusqu’aux

ganglions lymphatiques trés rapidement apres infection.
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3. Etude des effets des toxines sécrétées par B. anthracis sur

les DCpulm isolées ex vivo (Article II)

Nous avons étudié le role de LT et ET dans les mécanismes physiopathologiques du
charbon d’inhalation en analysant les fonctions des DCpulm apres infection in vitro avec des
souches de B. anthracis sécrétant LT, ET ou les deux toxines ou avec une souche
atoxinogene.

Les DCpulm étant le « véhicule » des spores de B. anthracis, 1’étude des effets des
toxines sur les DCpulm permet de connaitre le role des toxines seules, ou associées dans les
phases plus tardives de I’infection.

Dans un premier temps, I'utilisation d’un Ac anti-B¢clA couplé a un fluorochrome nous
a permis de montrer que les DCpulm phagocytent plus efficacement les spores de B. anthracis

que les macrophages pulmonaires apres infection in vitro.

3.1  Effets des toxines sur la maturation des DCpulm

Apres infection avec une souche atoxinogene, une petite sous-population de DCpulm
est activée. Cette activation est caractérisée par la co-expression des molécules du CMH II et
CD86. LT inhibe la maturation de cette sous-population de DCpulm, de maniere dose-
dépendante. A I'inverse, ET ne semble pas avoir d’effet majeur sur la maturation des DCpulm
in vitro.

Des résultats similaires ont été obtenus apres intoxination des phagocytes pulmonaires
avec les toxines purifiées, ce qui démontre 1’effet spécifique des toxines sur la maturation des

DCpulm.

Nous avons ensuite montré que LT avait un effet spécifique sur la maturation des
DCpulm et non sur celle des DCMO. Ces résultats démontrent 1I’importance du choix de notre

modele cellulaire d’étude.
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3.2 Effets des toxines sur la sécrétion de cytokines par les

phagocytes pulmonaires

La sécrétion de cytokines par les phagocytes pulmonaires apres infection est
essentielle a la mise en place d’une réponse immune innée et/ou spécifique.

Le dosage des cytokines (TNF-a., IL-6, IL-10, IL-12p70 et IFN-7y) et de la chimiokine
CCL-2 est réalisé 18 heures apres infection. Les phagocytes pulmonaires CD11c* infectés
avec la souche atoxinogene RP42 sécretent des cytokines pro-inflammatoires (TNF-o et IL-6)
et une cytokine anti-inflammatoire, I’IL-10. ET et LT ont chacune des effets spécifiques sur
les CPA pulmonaires en terme de sécrétion de cytokines.

LT inhibe la sécrétion d’IL-6, d’IL-10 et de TNF-a par les phagocytes pulmonaires
tandis que ET inhibe la sécrétion de TNF-a mais n’affecte pas celle d’IL-10 et augmente la
production d’IL-6. Les mémes résultats sont obtenus apres incubation des cellules avec les

toxines purifiées.

Cette étude ex vivo a mis en évidence les effets des toxines sur certaines fonctions des
DCpulm et plus particuliecrement les effets spécifiques de chacune des toxines sur la
maturation des DCpulm et sur la sécrétion de cytokines par les phagocytes pulmonaires.

D’apres nos résultats, LT semble avoir un role prédominant eX Vivo.
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Abstract

Inhalational anthrax is a life-threatening infectious disease of considerable concern,
especially because anthrax is an emerging bioterrorism agent. The exact mechanisms leading
to a severe clinical form through the inhalational route are still unclear, particularly how
immobile spores are captured in the alveoli and transported to the lymph nodes in the early
steps of infection. We address the respective roles of alveolar macrophages (AM) and lung
dendritic cells (LDC) in spore migration. We demonstrate that AMs are the first cells to
phagocytose alveolar spores within 10 minutes. However, interstitial LDCs capture spores in
the alveoli within 30 min without trans-migrating across the epithelial barrier suggesting an
indirect mechanism of alveolus sampling. We show that interstitial LDCs constitute the cell
population that transports spores into the thoracic lymph nodes (TLN) from within 30 min to
72 hrs after intranasal infection. Our results demonstrate that LDCs are central to spore
transport immediately after infection. The rapid Kinetics of pathogen transport may contribute

to the clinical features of inhalational anthrax.



Introduction

Bacillus anthracis, the causal agent of anthrax, is a Gram-positive, spore-forming
bacterium responsible for an anthropozoonosis that can accidentally infect humans (1).
Anthrax has become a major concern after its use as a bioweapon in the terrorist attacks of fall
2001. The bacilli produce two major virulence factors: (i) a poly-y-D-glutamate capsule (2)
and (ii) two toxins known as lethal toxin (LT)* and edema toxin (ET) (3). B. anthracis is
responsible for two very different clinical diseases: the cutaneous form, which is relatively
benign, easily identified and treated with antibiotics, and the inhalational form, which is
extremely severe, fulminating and difficult to diagnose (4).

The exact mechanisms leading to the severe clinical form remain unclear, but the contrast
between skin and pulmonary infections may be explained by the architectural and functional
singularities of the lung tissue (5). The lung architecture is devoted to respiratory exchanges
through the alveolocapillary barrier. However, the mucosal surface of the pulmonary tract is
exposed to multiple pathogens and the thin layer of exchange must be protected from damage
by inflammatory processes. Alveolar macrophages (AMs) that participate in the elimination
of particles and pathogens exhibit numerous anti-inflammatory properties (6, 7). Furthermore,
two main subsets of lung dendritic cells (LDCs) have been described in the lung, participating
in the control of the immune response: myeloid LDCs and plasmacytoid LDCs (reviewed in
(8-10)). Myeloid LDCs play the major role in antigen presentation in the lung (11, 12),
whereas plasmacytoid LDCs are efficient in virus clearance and in the resolution of
inflammation (13-15). Although LDCs have been implicated in trafficking between the lung
and thoracic lymph nodes (TLNSs) in several models of allergen and particle inhalation (16,
17), the role of LDCs in inhalational anthrax is still unclear.

AMs from broncho-alveolar lavages (BALS) can phagocytose spores in several animal

models of inhalational anthrax (18-20). Previous animal infection experiments reported that



numerous infected phagocytes were found in TLNs in the few hours following infection,
inducing a lymphadenitis (21-24). Thus, the TLNs are a main target for the proliferation and
spread of the pathogen throughout the organism, leading ultimately to death. Clinical data and
gross necropsy from fall 2001 cohorts have confirmed the same kinetics of infection in
humans (25). Pulmonary anthrax does not correspond to a true pulmonary disease, and it can
spread in the absence of lung injury. This signifies that B. anthracis spores could “hijack”
phagocytic cells encountered in the lungs, inhibiting the production of inflammatory signals
and forcing them to migrate to the TLNs. In accordance with that prediction, we and others
have shown in several models of macrophages and DCs in vitro that toxins secreted early after
germination extinguish proinflammatory signals (26-30). The nature of the lung phagocytic
cells that migrate has not yet been precisely defined, although AMs were proposed to play the
role of the ‘Trojan horse’ (20). LDCs continually sample the contents of the alveoli for
particulate antigens, and unlike the AM population carry them to the TLNs (17), and we have
already shown that LDCs phagocytose anthrax spores more efficiently than AMs (31). We
hypothesized that LDCs may represent a better target for anthrax spores. We examined the
interactions between anthrax spores and the different lung phagocytic cell populations by
using intranasal infection, which mimics an aerosol, and by following up the infection at the
cellular level in mouse models.

We show that AMs immediately capture anthrax spores in the alveoli, whereas interstitial
LDCs capture them within 30 min without trans-migrating across the epithelial barrier. These
results suggest an indirect mechanism of alveolar spore sampling by trans-epithelial
extensions. Then, LDCs rapidly carry the spores to the TLNs within 30 minutes, and this
transport increases until 6 hrs after infection. Monocytes and LDCs are recruited 6 hours later
in the alveoli and constitute a new pool of alveolar cells. The timing of infection observed

here is very rapid and is consistent with the fulminating form of inhalational anthrax.



Materials and methods

Animals
C57BL/6 (H2") mice (CERJ) were housed in clean standard conditions in our animal care
facility (CRSSA), and CXsCR1%"* mice on a C57BL/6 genetic background (32) were
maintained under specific pathogen-free conditions at the PBES (Ecole Normale Supérieure
de Lyon). The local ethics committees approved our animal experiments according to

international guidelines.

B. anthracis strains and intranasal infection

B. anthracis Sterne-p6gfp strain was provided by F. Tonello (University of Padova, Italy).
The Sterne-p6gfp was constructed by electroporation of plasmid pAFp6gfp (gift from T.
Hoover, USAMRIID, Frederick, MD) into the Sterne strain (pXO1* / pX02) (33).

B. anthracis Sterne 7702 strain (pXO1* / pX02) was provided by M. Mock (Institut
Pasteur, Paris, France). The spores were chemically labeled with Alexa Fluor 647 (Invitrogen,
Molecular Probes) as follows: 3 x 10° CFU of the Sterne strain of B. anthracis were stained
with the reactive dye in 10 ml H,O - 0.1 M sodium bicarbonate for 1 hour protected from
light. Spores were washed five times in H,O - 0.1 M sodium bicarbonate. The spores were
maintained in H,O at 4 °C to avoid germination (34).

Spores were diluted to a final concentration of 2 x 10° CFU/ml and heat activated for 10
min at 70°C. Mice were anesthetized and 50 pl of spores were administered intranasally (i.n.)

at 108 CFU/mouse.



Analysis of infection in BALSs, total lung cells and TLNs

C57BL/6 mice were killed 10 min, 30 min, 1 h, 6 h, 24 h and 72 h after i.n. infection by
the Sterne-p6gfp strain. BALs, lungs and draining TLNs were collected at each time point.

BAL cells and total lung cells were obtained as previously described (31). Briefly, the
lungs were washed three times with 1 ml ice-cold PBS - 2 mM EDTA to collect BAL cells.
Single-cell suspensions of lung cells were isolated by enzymatic digestion of lung tissue by
collagenase (Worthington Biochemical Corp.) and DNAse (Sigma-Aldrich).

Two mice were Killed at each time point for measuring the bacterial load. Lungs were
removed without previous BALS, and Potter-dissociated in 1 ml ice-cold H,O. Serial dilutions
were plated on TS agar — kanamycin (Sigma-Aldrich) directly or after heating at 65 °C for 30
min to kill any vegetative bacteria.

Cells were incubated with FcR blocking antibody (anti-mouse CD16/CD32 antibody,
clone 2.4G2, BD Biosciences) to reduce non-specific binding. Cells were incubated for 30
min with anti-CD11b-PE (clone M1/70), anti-I-A/I-E-PE (clone M5/114.15.2), anti-CD11c-
biotin (clone HL3) or corresponding isotypes (all from BD Biosciences) at 4°C. Streptavidin-
APC was used after incubation with biotinylated mAb. Cells were then fixed with PBS, 1%
BSA, 0.1% azide, 4% paraformaldehyde. Cell acquisition was carried out on a FC500
(Beckman Coulter) and the data were analyzed with CXP software® (Beckman Coulter).

At 24 hours, BAL cells were stained for CD1lc and CD11b and separated by
fluorescence-activated cell sorting on a FACS-Vantage (BD Biosciences). Cytocentrifuge
preparations of the different gates were colored with Giemsa. Cytospins were observed on an
axioimager Z1 microscope (Zeiss).

For confocal microscopy analysis, C57BL/6 BAL cells were collected 1 hr after i.n.
infection and stained with CD11b-unlabeled (clone M1/70, Beckman Coulter) and CD11c-

biotinylated (clone HL3, BD Biosciences) Abs for 30 min at 4°C. Cells were then washed and



incubated with rabbit anti-rat 1gG-Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories) and
streptavidin-Cy5 (Beckman Coulter) for 30 min 4°C. Cells were washed twice, and fixed in
PBS, 1% BSA, 0.1% azide, 4% paraformaldehyde. Cytocentrifuge preparations were
performed, fixed and mounted with Vectashield DAPI-medium (Dako). Cells were observed

on a confocal axioplan LSM510 microscope (Zeiss).

Analysis of spore-LDC contacts and transports

BAL cells and total lung cells of non-infected CX3CR1Y%™ mice were collected as
described above and analyzed by flow cytometry.

CX3CR19" mice infected by Alexa-647 Sterne spores were serially killed at 10 min, 30
min, 1 h, 4 h, and 24 h after infection for analysis of the early steps of infection. Mice were
injected intra-tracheally with 1% agarose.

Lungs from CX3CR1"™ mice were cut into 1 mm sections and mounted on slides for
microscopic examination. TLNs were also removed and mounted on slides before analysis.

All observations were performed on a confocal axioplan LSM510 microscope (Zeiss).



Results

To examine the kinetics of anthrax infection, we inoculated C57BL/6 mice i.n. with
Sterne-p6gfp spores. We dissected cell-pathogen interactions by examining different
compartments of infected organs: alveolar spaces by collecting BALS, lung parenchyma by

analyzing total lung cells and draining TLNs.

Kinetics of BAL infection

We discriminated between different cells by using the CD11c/CD11b expression pattern
as previously described (12, 17, 31, 35). Inhaled spores first encounter resident cells of the
alveoli; therefore we analyzed BALs which are mostly composed of AMs (R1,
CD11c""/CD11b” ~90%) in uninfected controls (Fig. 1A, non-infected panel). As early as 10
min after infection with Sterne-p6gfp spores, about 65% of AMs were positive for gfp,
suggesting that they engulfed spores very rapidly. Subsequent confocal analysis of BAL cells
confirmed that gfp-spores were inside the cells (Fig. 1B). The percentage of AMSs
phagocytosing Sterne-p6gfp spores was relatively stable for the first 24 hours and
progressively decreased thereafter (Fig. 1C). In the six hours following instillation, two cell
populations were recruited de novo in the alveoli: a population of CD11b*/CD11c cells (R3)
which represented about 40% of the total cells, and a cell population expressing intermediate
levels of CD11b and CD11c markers (R2), representing about 4% of the total cells and
increasing to 6% in the next 24 hours. With respect to their appearance after Giemsa staining,
cells in R2 were clearly LDCs, whereas those in R3 corresponded to a monocyte population
(Fig.1D). In accordance with our previous results (31), 80% of the LDCs recruited in the
alveoli were Sterne-p6gfp-positive (mean fluorescence intensity (MFI) of 20.5) at 6 hours,
whereas AMs (about 50% of the total cell population with an MFI of 16.0) and monocytes

(38% of the total cell population with an MFI of 6.9) were less positive for Sterne-p6gfp



spores. At 24 and 72 hours, monocytes still represented a large proportion of BAL cells (36%
and 30% at each time point) with lower phagocytic capabilities (MFI of 6.0 at 24 hours, and
MFI of 4.4 at 72 hours). In contrast, the population of LDCs increased to represent about 20%
of total cells at 72 hours post-infection. However, these LDCs were less efficient at
phagocytosing Sterne-p6gfp spores (about 55% and 30% of gfp* cells with MFI of 19.2 and
4.3 for each time point), or spores were less available for LDC phagocytosis.

Another, less well-characterized CD11c*/CD11b"" population (R’) was observed. This
population represented about 20% of total BAL cells and increased up to 30% at 72 hours
after infection. These cells had an intermediate phagocytosis capacity (MFI of 14.3 at 6 hrs.
after infection, and MFI of 10.2 at 24 hours after infection) compared to LDCs. This cell
population was very similar to AMs, and it appeared while the R1 population percentage
decreased, so it was probably an activated AM population. Cell sorting of R’ followed by
Giemsa staining clearly confirmed that this population corresponded to an AM population

(Fig.1D).

Kinetics of lung cell infection

Next, we analyzed the presence and phagocytosis ability of several lung cell populations,
to differentiate which lung population captured spores.

As previously shown, we identified three main populations corresponding to macrophages
(R1, CD11c""/CD11b including interstitial macrophages (IM) and AMs still present in the
alveoli after lavages), LDCs (R2, CD11c¢™/CD11b™) and monocytes (R3, CD11¢/CD11b"%")
(Fig. 2A). Ten minutes after infection we found a Sterne-p6gfp-positive population
representing about 10% of the macrophage population (Fig. 2B). This might have been AMs
not collected by lavages, suggesting that AMs were the first sentinels to encounter spores in

the earliest step of infection. LDCs (12% of gfp-positive cells) captured spores secondarily at



30 min, whereas monocytes did not. Notably, LDCs were absent from the alveoli at this early
time of infection (Fig. 1A, panel 30 min-Total cells). The percentage of gfp-positive
macrophages and LDCs did not change significantly over time, and LDCs were more efficient
than macrophages at phagocytosing spores, as observed in BALSs (Fig. 2C). The percentage of
the macrophage population did not change following infection whereas monocytes were
recruited 30 min after infection and then decreased over time. Recruitment of LDCs was
transiently observed 24 hours after infection.

We did not observe any germination in the lung, in accordance with another report (Fig.

2D) (34).

Kinetics of spore transport to the TLNs

We gated our analysis of TLN populations on CD11c-positive cells representing a
population strongly expressing MHC 11 (Fig. 3A), previously described as TLN DCs (11). We
analyzed the percentage of Sterne-p6gfp-positive cells gated on CD11c” cells reaching the
TLNs after i.n. infection to assess DCs spore carriage to regional lymphoid tissue (Fig. 3B).
We observed a significant increase of gfp-positive cells from 27% at 30 min to a 75% peak 6
hrs after infection and a progressive decrease to 46% at 72 hours (Fig. 3B). The MFI of
Sterne-p6gfp-positive cells gated on CD11c” cells increased with similar kinetics up to 6 hrs

and decreased thereafter to 72 hrs (8.9 and 6.0 at 6 and 72 hrs, respectively).

Analysis of spore-LDC contacts
To address the role of LDCs in spore transport from alveoli to TLNs through the intact
alveolocapillary barrier, we used transgenic CXsCR1"9" mice that specifically expressed gfp
in DCs. Mice were infected with Alexa-647-labeled Sterne spores (32). First, we ascertained

that gfp was specifically expressed in LDCs but not in BAL AMs (Fig. 4A) and total lung
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cells (Fig. 4B). As previously shown in the digestive tract (36, 37) and in the lung (38), gfp
was specifically expressed in CX3;CR1-LDCs (gate R2, CD11c™/CD11b™) present in
pulmonary parenchyma, but not in AMs (gate R1, CD11c’/CD11b) from BAL fluids.
Confocal analysis of lungs and TLNs from uninfected CX3CR1"*® mice showed a thin web
of green fluorescent cells harboring long dendrites in alveolar walls and TLNs (Fig. 4C). Ten
min after i.n. infection, some Alexa-647-labeled Sterne spore-DC contacts were observed in
the lung, but LDC-spore co-localizations were more evident at 30 min and 1 h and spores
were principally observed in dendrite extensions (Fig. 5A). At 30 min, several LDCs
colocalized with Alexa-647-labeled Sterne spores in the TLNs, demonstrating rapid Kinetics
of sampling and transport that were more pronounced after 1 h. As compared to our flow
cytometry analysis, these results confirmed that LDCs efficiently transport anthrax spores to
the TLNs rapidly after infection. The subsequent triggering of massive LDC migration by the
infection was confirmed by the diminution of LDC web density in the lung after 4 h,
associated with spores colocalizing in the TLNs. Lung analysis at 24 hours showed a
recolonization by LDCs (data not shown). In accordance with our previous model, TLN
analysis showed DCs capturing Alexa-647-labeled Sterne spores in TLNs at 30 min, and

increasing after 1 to 4 hours (Fig. 5B).
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Discussion

In this study, we demonstrate that LDCs constitute the main cellular population
responsible for the early spread of anthrax spores. AMs had previously been suspected to play
the role of the “Trojan horse’. We show here that although AMs are the first sentinels as they
phagocytose most spores in the first 10 min in the alveoli, they are unable to transport them.
In contrast, after a slight delay of 30 min, LDCs capture spores and then carry them rapidly to
the TLNs (between 30 min and 6 hours after infection). During the next 72 hours, a second
wave of cells is recruited in the alveoli, consisting of a large population of monocytes and a
minority of LDCs.

These data present an original scenario for B. anthracis entry by the pulmonary route.
AMs are the first scavengers of spores, while LDCs capture spores from the outside of the
alveoli within the first half hour of infection. The transalveolo-capillary crossing constitutes
the first step of pathogen diffusion, and confocal microscopy data showed spores precisely
inside LDC dendrites 30 min after infection, although they were not observed in the BALSs.
LDCs can thus be proposed as the major effectors of the transalveolo-capillary crossing. AMs
may first encounter aerosol anthrax spores, may phagocytose them, and as recently shown,
may recognize sporal pathogen-associated molecular pattern (PAMP) through a MyD88-
dependent mechanism (39). The activation of AMs may lead to the release of chemokine
signaling for LDC recruitment, activation and spore uptake by a mechanism yet to be
determined. A rat model recently showed that LDCs are able to send cell extensions between
epithelial cells in the tracheal lumen to capture Ags, with an acceleration of Ag sampling
within 30 min after bacterial stimulus (40). Another report on mouse lungs suggests that a
subpopulation of LDCs display CD103 (og)-B7 integrin, potentially enabling these cells to
migrate through the epithelium (41). Our results fit well with the possibility that LDCs may

send extensions into the alveoli, since we did not observe any recruitment of LDCs in the
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BALs at 30 min, while at the same time 12% of LDCs in the lung were already infected.
These LDCs that have phagocytosed spores may have sampled the alveoli through cell
extensions without trans-migration, which would have taken a longer time. The signal that
triggers LDC rapid sampling is still unknown, but CX3CL1, the CX3CR1 receptor ligand,
could play a role, as exemplified by pathogen uptake in the gut (36). Moreover, we show in
our experiments with CXsCR1"™ mice that CX3CR1-positive LDCs participate in spore
uptake and transport. The mechanisms involved in LDC migration to TLNs are not yet
determined. Spores have been shown to trigger the reprogramming of chemokine expression
by human DCs, due to a loss of transcription in tissues retaining chemokine receptors (CCR2,
CCR5) and due to the induction of lymph node homing receptor CCR7 gene transcription
(42). 1t is likely that the recognition of sporal PAMP by a MyD88-dependent mechanism (39)
may also facilitate the reprogramming of chemokine receptors and increase the physiological
migration of LDCs towards the draining TLNs. In this early phase of infection, AMs and
LDCs may cooperate closely in their respective roles: sampling and transport of Ag for LDCs,
and capture and destruction of pathogens for AMs.

After 6 hours of infection, LDCs and monocytes move to the alveoli. These two
populations may have been recruited by AM signals, even though it is not clear whether
monocytes differentiate into LDCs in the alveoli or whether differentiated LDCs come up
directly from interstitial tissues. Furthermore, some spores may have germinated inside the
cells en route and started to secrete their toxins to impair LDC functions (28, 29, 31).

Although the role of pathogens in the migration of LDCs has previously been reported in
several models of viral (43-45) or Mycobacterium tuberculosis (46, 47) infection, we describe
here for the first time the very rapid kinetics of pathogen migration using LDCs.

We propose that LDCs are the real ‘galloping Trojan horse’ of anthrax spores in

inhalational anthrax, since they are able to sample alveoli and to migrate to the TLNs in the
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first half hour of infection, unlike AMs, which phagocytose spores without transporting them.
In the next 72 hours, LDCs efficiently transport spores, facilitating pathogen diffusion
throughout the body.

One of the most striking features of our results is the extreme rapidity of spore transport,
starting 30 min after infection, which is very consistent with the fulminating form of
inhalational anthrax. This signifies that exposure to an anthrax aerosol must be considered as
a profound infection as early as 30 min following exposure, and the patient should be
medically treated as soon as possible. These results should be taken into account for medical

management after exposure to an anthrax aerosol.
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Figure captions

Figure 1: Kinetics of cell infection in bronchio-alveolar lavages (BAL).

(A)

(B)

(©)

(D)

BAL cells were harvested at early time points after infection and stained for
CD11c and CD11b expression. The percentage of cells in each gate is shown
("total cells™ panels). The phagocytosis of gfp-spores was analyzed by the level of
gfp fluorescence in cells gated on R1 (AM gate). The percentage of gfp-positive
cells and the mean fluorescence intensity of the cell population are shown. Data
represent one mouse out of a group of three. Each experiment was independently
reproduced three times with similar results.

Confocal analysis of BAL cells for gfp/CD11b/CD11c expression 1 hour after
infection.

BAL cells were harvested at late time points after infection and stained as in (A).
The percentage of cells in each gate is shown ("total cells” panels). The
phagocytosis of gfp-spores was analyzed by the level of gfp fluorescence in cells
gated on R1 and R’ (AM gates), R2 (LDC gate) and R3 (monocyte gate). The
percentage of gfp-positive cells and the mean fluorescence intensity of the cell
population are shown. Data show one mouse out of a group of three. Each
experiment was independently reproduced three times with similar results.

Cells in gates R1, R’, R2 and R3 were sorted and spotted onto slides for Giemsa

staining.

-19-



Figure 2: Kinetics of lung cell infection.

(A) Total lung cells were harvested from non-infected mice and stained for CD11c and
CD11b expression. The percentage of cells in each gate is shown. Data shown
represent more than 6 experiments with similar results.

(B) Total lung cells were harvested at various times after infection with gfp-spores and
were stained for CD11lc and CD11b expression. Each histogram represents the
percentage of cells in each gate (white bar) and the percentage of gfp-positive cells for
each population (dashed bar) for each gate (R1 (AM gate), R2 (LDC gate) and R3
(monocyte gate)). Data show cell percentages (+/- SD) representative of three
independent experiments with similar results.

(C) The mean fluorescence intensity (MFI) is represented at each time point for each
population. Data show the cell percentages (+/- SD) representative of three
independent experiments.

(D) Colony forming units (CFU) of total lungs after heat treatment at 65 °C for 30 min
(open bars) or without heat treatment (black bars) at each time point. Data show CFU

(+/- SD) representative of three independent experiments with similar results.

Figure 3: Kinetics of spore transport to the draining thoracic lymph nodes (TLNS).

(A)TLNs were harvested from non-infected mice and stained for CD11c and MHC II
expression. Cells were gated on CD11c/FSC parameter and analyzed on MHC I
expression and FL1 fluorescence.

(B) TLNs were harvested at various times after infection and stained for CD11c. Panels
show the gfp fluorescence of cells gated on CD11c expression. Values at the top right

of each panel are the percentage of gfp-positive cells, and the values in brackets
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represent the MFI. Data show one mouse out of a group of three. Each experiment was

reproduced independently three times with similar results.

Figure 4: Characterization of lung dendritic cells (LDCs) in CX3CR1"9" mice.

(A) Bronchio-alveolar lavages were stained for CD11b and CD11c markers (left panel)
and analyzed for gfp expression (right panel). Values at the top right of each panel are
the percentages of gfp-positive cells.

(B) Total lung cells were stained for CD11b and CD11c markers (upper left panel), and
each population was gated on R1, R2 and R3 and examined for gfp fluorescence
(upper right and lower panels). The percentage of gfp-positive cells is shown at the
top right of each panel.

(C) Confocal microscopic analysis of gfp expression in the lung (left panel) and TLN

(right panel).

Figure 5: Kinetics of lung dendritic cell (LDC)-spore contact in the early stages of
infection.

Analysis of LDC-spore contacts (arrows) in the lung (A) and transport to the draining

thoracic lymph nodes (TLNSs) (B) by confocal microscopy. Scale bars: 50 pum.

Photographs are representative of three independent experiments with similar results.

-21 -



A

Total cells

104 =1 10’
102 102755
Non 101] 10
Infected 1 90%
1 1’
' FUTCI TTHR VT Tt [ (T T 1
10% 10 1
R1 66.6%
) |1|1. ':i-"l"_l"- .\‘(_12.5)
10 min o
186%
1
b |
B VTR T (T it AR TR T YT
10% 10 1
R1 47.7%
10 1t e (12.5)
30 min 0 = D
1 10—
T T T T LT 1T 10 |1|‘:
0 R
10t :
1 hr - 1t .- o 4
o 190% )]
Q| 1" @)
T (T T T 1w i 10 |1|‘:
o Ny
7
CD11b gfp
C bl
Total cells R1 R
10 = = 10 5 1w |
. 55.0% 51.8%
10°o £ 108 (14.3)
6 hrs T o
I 10
e 1 10': 1 m PSS 1 m PSS
‘" 82% | " 35.8% |
10 1l

24 hrs

72 hrs

CDl11c

(13.4)

(10.2)

CD1lc

1w 1
10 10
T T TR TS T T T T TS T
1w 1w |
15.0% 36.8%
% (81) 1 By

"

T T TR TS T

10

e

e T

CD11c

(S

1=

10

(S
1=

10

(S

[

"

R2

CD11b

R3

T T T TS T

1w

79.5% |
: (205) 1 .
v 1=
10
e P T
1 1w 1
53.5%
(19.2) '
1=
[
47.7%
o (6.0) |
1o 1 FLIEE (1 1 1 FLIEE (1
1 1w 1
33.2%
(43) 1
1=
s 29.8%
(4.4) |

W
Ny,

gfp

rd



o

Cell % Cell %

Cell %

MFI

O

CFU/lung

Non Infected

10%
wl R :“ﬁ‘

10

R2 |

CD11c

1

..RS.

e w100

CD11b

R1

R2

NI 10' 30 1h

——R1
—-R2
—4—R3

NI 100 300 1h  6h 24h 72h

1.00E+07

1.00E+06 -

1.00E+05 ~

1.00E+04 ~

1.00E+03 -

1.00E+02 -

10min  30min 1h 6h 24h 72h



CD11c

events

Non Infected
Total cells

m B}
> 2| MM"JJ' 0.7 %
> £ | _ ]|i. i £ AL
g il '“HH‘* | g
{ } 5]
: ! " “'\ '
e wh w ; in? w w »w w
MHC 11 FL1
30 min 1hr 6 hrs
27 % 47 %
(3.8) (6.3
i Al

75 %
89)

24 hrs
58 %
(8:6)
I

72 hrs

46 %
(6.0)




R1

>

BAL cells

10% 0
iU R1 2
10
ol 1% o
= —
o |10t e R PPN s T
Ql 14 Ql 1
O | — O [k

& |
1@ 10t 1u:} 107 - e T L 107

o

Total lung cells R1

" = R2 ¥ ] 022%
o 3 o 100 N
— —
— |10t
o o
[@RITE O |w
' L (O T
gfp
 R3
10
19.7%
o o [0S
— —
— Sl
a @] :
O O | i-f‘ %

' 1w g;u[l) u.:} i T un; T

gfp




10 min

Alexa-647

Alexa-647

30 min

3 N~
R <
& «@
£ (]
& x
< L
< <
1hr .
= N~

R <

& <

g ©

& x

< L

< <

4 hrs

3 N~

S <t

& <

£ ©

3 x

< K

< <




Article 11



Resident CD11c¢" Lung Cells Are Impaired
by Anthrax Toxins after Spore Infection

Aurélie Cleret,' Anne Quesnel-Hellmann,' Jacques Mathieu,” Dominique Vidal,' and Jean-Nicolas Tournier'

'Unité d'Immunobiologie, Département de Biologie des Agents Transmissibles, and “Unité de Radiobiologie et Inflammation, Département
de Radiobiologie et de Radiopathologie, Centre de Recherche du Service de Santé des Armées, La Tronche, France

Bacillus anthracis secretes 2 toxins: lethal toxin (LT) and edema toxin (ET). We investigated their role in the
physiopathologic mechanisms of inhalational anthrax by evaluating murine lung dendritic cell (LDC) functions
after infection with B. anthracis strains secreting LT, ET, or both or with a nontoxinogenic strain. Three lung
cell populations gated on CD11c/CD11b expression were obtained after lung digestion: (1) CD11c"#*/CD11b""
(alveolar macrophages), (2) CD11c™™d @/CD11b™ (LDCs), and (3) CD11c*"/CD11b™¢" (interstitial mac-
rophages or monocytes). After infection with LT-secreting strains, a decrease in costimulatory molecule ex-
pression on LDCs was observed. All CD11c" cells infected with a nontoxinogenic strain secreted tumor necrosis
factor (ITNF)-g, interleukin (IL)-10, and IL-6. LT-secreting strains inhibited overall cytokine secretion, whereas
the ET-secreting strain inhibited only TNF-« secretion and increased IL-6 secretion. Similar results were
obtained after preincubation with purified toxins. Our results suggest that anthrax toxins secreted during

infection impair LDC function and suppress the innate immune response.

Bacillus anthracis is a gram-positive, spore-forming bac-
terium and is the causal agent of zoonotic anthrax dis-
ease. It has recently become a major concern, after its
use as a bioweapon in terrorist attacks in 2001. B. an-
thracis has 2 major virulence factors: (1) the capsule
encoded by the plasmid pXO2 and (2) the 2 toxins
produced by the association of 3 factors encoded by
the plasmid pXO1. These 3 factors are protective an-
tigen (PA), lethal factor (LF), and edema factor (EF).
PA associates with LF to form lethal toxin (LT) and as-
sociates with EF to form edema toxin (ET). PA binds
to at least 2 cellular receptors and, after being cleaved
by a furin-like protease, self-assembles to form a hep-
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tameric prepore that facilitates the entry of LF/EF moi-
eties into the cytosol, where they exert their toxic ac-
tivities [1]. LF is a zinc-dependent metalloprotease that
cleaves most of the mitogen-activated protein kinase
kinases [2], whereas EF is a calcium- and calmodulin-
dependent adenylate cyclase that increases intracellular
cAMP concentration [3, 4].

The pathogenesis of inhalational anthrax disease,
especially the crucial step of crossing the alveolocapil-
lar space, is not well understood [5, 6]. Inhaled spores
are phagocytosed in the alveolar spaces by antigen-pre-
senting cells (APCs). Phagocytes then carry the spores
from the alveolus to the mediastinal lymph nodes [7,
8]. The spores germinate within their intracellular niche
and release vegetative bacteria extracellularly, which
causes septicemia associated with a release of the toxins
and, ultimately, causes host death. For decades, research
focused on alveolar macrophages (AMs), which were
thought to be the “Trojan horse” for the pathogen [9].
However, AMs are not thought to play a role in antigen
traffic to lymph nodes [10]. Also, macrophage-depleted
mice are still susceptible to aerosol infection, demon-
strating the crucial role of another, as-yet-unidentified
population of cells [11]. Resident lung dendritic cells
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(LDCs) are strong candidates for this population, since they
have been clearly identified among the various lung phagocytes.

A crucial function of LDCs is to capture antigens at alveolar
sites and deliver them to mediastinal lymph nodes to mount
an efficient adaptive immune response [12]. Previous studies
have shown that LT impairs murine bone marrow—derived,
spleen-derived, and human monocyte—derived DC cytokine se-
cretion [13-16]. Although these studies have shown the host
response mechanism to the pathogen, they have given no clue
as to the early interactions after inhalation of the spores, because
pulmonary-tract APCs have particular phenotypic and func-
tional properties. For example, the CD11c antigen (integrin
a,0,) is expressed by both LDCs and AMs, whereas it is ex-
pressed only by DCs in other organs [17-20]. Therefore, several
studies have shown that the purification of lung parenchymal
cells results in several APC populations, depending on the ex-
pression of CDI11c¢ and CD11b [17, 19] or CD11c and MHC
class II molecules [18]. Also, pulmonary CD11c" cells usually
can secrete high levels of anti-inflammatory cytokines, such as
interleukin (IL)-10 [21], and of proinflammatory cytokines,
such as IL-6 [22] and tumor necrosis factor (TNF)—a. These
special functional abilities of CD11c" cells could be related to
the need to protect an infected lung from inflammatory injuries.

Given the particular characteristics of LDCs, we hypothesized
that anthrax toxins could have significantly different effects on
LDCs than on bone marrow—derived DCs (BMDCs). By fo-
cusing on LDCs, we were able to obtain more-accurate data
on the early effects that toxins have on the primary interactions
between B. anthracis spores and resident lung cells. This should
provide more physiological data on the early effects of each
anthrax toxin after inhalation.

Here, we show that LDCs are more efficient than AMs at
phagocytosing anthrax spores. Moreover, phagocytosis of LT-
secreting spores inhibited LDC maturation and impaired overall
cytokine secretion by CD11c" cells. In contrast, phagocytosis
of ET-secreting spores did not affect LDC maturation but in-
hibited the secretion of TNF-« and up-regulated the secretion
of IL-6. Our results strongly suggest that anthrax toxins have
specific effects on LDCs.

MATERIALS AND METHODS

Mice. Male 6-12-week-old BALB/c (H-2%) mice (Janvier) were
housed in clean, standard conditions at our animal-care facility.
The local ethics committee approved our animal experiments.
B. anthracis strains. We used the following B. anthracis
strains: the parental Sterne strain 7702 (pXO1%); single-mutant
derivatives RP10 Alef and RP9 Acya, which secrete PA-EF and
PA-LF, respectively [23]; and double-mutant RP42 Alef/Acya,
which secretes PA only [24] (all from M. Mock, Institut Pasteur,

Paris, France).

Isolation of CDI1l1c" cells from lung and generation of
BMDCs.
vage (BAL) was performed 4 times, by intratracheal instillation

BALB/c mice were killed, and bronchoalveolar la-

of 1 mL of PBS (Gibco; Invitrogen) supplemented with 2 mmol/
L EDTA (Sigma-Aldrich). The thoracic cavity was opened, and
lungs were perfused with 5 mL of PBS—-2 mmol/L EDTA via
the right ventricular cavity of the heart. The lungs were asep-
tically removed, cut into small pieces, and digested twice, in
RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) containing collagenase
type I (1 mg/mL; Worthington Biochemical) and DNAse I (50
U; Sigma-Aldrich), by incubation for 30 min in a humidified
incubator at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Enzyme activity
was stopped by washing the digested tissues in PBS—10 mmol/
L EDTA for 10 min on ice. The digested lungs were further
disrupted by gently forcing the tissue through 2 nylon screens
(pore size, 70 um and 40 um; BD Biosciences). After red-blood-
cell lysis (in NH,Cl solution), cells were separated using CD11c
microbeads (Miltenyi Biotec). We collected the positive frac-
tion, and cell suspensions were counted and viability assessed
by trypan-blue exclusion. All reagents used for isolation and
culture of cells were certified as being endotoxin free. BMDCs
were generated as described elsewhere [15, 25].

In vitro infection and toxin-exposure conditions. CD11c"
cells were seeded at 1.5 X 10° cells/mL in RPMI 1640 medium
supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen)
and 2 mmol/L r-glutamine (Sigma-Aldrich) for 1 h in a hu-
midified incubator at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Spores
of B. anthracis were heat activated (70°C for 10 min), and cells
were infected with the spores for 1 h at an MOI of 20 [15, 26,
27]. The cells were washed twice in RPMI supplemented with
2.5 pg/mL gentamycin (Invitrogen) to kill any remaining ex-
tracellular bacteria [26] and were resuspended in RPMI-5%
FBS—gentamycin. After 17 h of culture, followed by centrifu-
gation, supernatants were sampled, and cells were harvested.
Noninfected CD11c" lung cells were used as negative controls.

For intoxication with purified toxins, the CD11c" cells were
preincubated with PA (1 pug/mL) and/or LF and/or EF at either
1 or 10 ng/mL (all 3 components from List Biological Labo-
ratories) for 2 h. RP42 (LT /ET") strain spores were added and
incubated for 1 h at an MOI of 20. Cells were then washed
twice. Fresh culture medium containing gentamycin (2.5 pg/
mL) was added, and the culture supernatants and cells were
sampled 17 h later. BMDCs were seeded at 1.5 X 10° cells/mL
and infected as described above.

Phenotypic analysis. Cells were incubated with FcR block-
ing antibody (anti-mouse CD16/CD32 antibody, clone 2.4G2;
BD Biosciences) to reduce nonspecific binding. We used the
following monoclonal antibodies (MAbs; all from BD Biosci-
ences): anti-I-A’~fluorescein isothiocyanate (FITC) (clone
AMS-32.1), anti-CD86-FITC (B7-2, clone GL1), anti-I-A/I-E~
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phycoerythrin (PE) (clone M5/114.15.2), anti-CD40-PE (clone
3/23), anti-CD80-PE (B7-1, clone 16-10A1), anti—-CD11b-FITC
or -PE (clone M1/70), and anti—-CD11c-biotin (clone HL3).
Cells were incubated for 30 min at 4°C with different combi-
nations of MAbs. APC-conjugated streptavidin was used after
incubation with biotinylated MAD. Cells were fixed with 4%
paraformaldehyde before analysis.

Phagocytosis analysis. Sterne spores were heat activated
(70°C for 10 min) before incubation for 30 min on ice with
FITC-labeled anti-BclA MADb (4B7G12; obtained from P. Syl-
vestre, Institut Pasteur, Paris, France). Cells were preincubated
with anti-CD16/32 antibodies to avoid receptor Fc—mediated
phagocytosis and were infected for 30 min at 37°C with the
Sterne spores stained by anti-BclA antibodies at an MOI of 20.
The cells were washed twice and stained for CD11c and CD11b
markers as described above. The cells were fixed before analysis.

Cytokine and chemokine measurement in supernatants and
TNF-« intracellular staining. TNF-« was measured in 18-h
cell-culture supernatants by use of ELISA kits (R&D Systems).
IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-7y, and monocyte chemoattractant
protein (MCP)-1 were measured using a cytometric-bead-array
multiplex detection system (BD Biosciences).

For intracellular staining, CD11c" cells were infected as de-
scribed above. After 1 h in medium supplemented with gen-
tamycin (2.5 pg/mL), brefeldin A (5 pug/mL) was added as de-
scribed elsewhere [25]. Cells were labeled with CD11cand CD11b
surface markers as described above and with an intracellular
TNF-a—PE MAD (BD Biosciences) for 1 h at 4°C. The cells were
fixed before analysis.

Flow cytometry and statistical analysis. Cell acquisition
was performed on a FC500 (Beckman Coulter), and the data
were analyzed by CXP software (version 2.0; Beckman Coulter).
The cell distributions were compared using the Kolmogorov-
Smirnov test.

Statistical analysis was performed using SigmaStat software
(version 3.0; Systat). Statistical differences between the groups
were determined by a factorial analysis of variance (1-way anal-
ysis of variance; Holm-Sidak method).

RESULTS

Characterization of LDCs in BALB/c mice. We first charac-
terized the major subsets of APCs present in murine lungs. We
performed flow cytometry, using antibodies against the CD11b
and CD11c antigens that are known to be differentially ex-
pressed by AMs and LDCs [17, 28]. After digestion, total lung
cells showed 3 different CD11¢/CD11b expression patterns, as
has been demonstrated in previous studies (figure 1A) [17-19].
The AMs, which represented 14.6% of the total cells, charac-
teristically expressed CD11c"#"/CD11b"" markers. LDCs (3.5%)
represented the double-positive population and expressed in-
termediate (int) levels of the 2 markers. A third population of

cells expressed only the CD11b marker (10.3%). These cells
were either interstitial macrophages (IMs) [28] or monocytes,
as has been proposed elsewhere [18, 29]. The BAL samples con-
tained a large CD11¢"#"/CD11b"" population (64.4%) (figure
1A). Furthermore, these cells were highly autofluorescent (data
not shown), which was consistent with previous data showing
that BAL fluid contains mainly AMs [30] and confirmed the AM
phenotype observed in the total lung cells.

We next looked at purified AMs and LDCs from lungs. These
are thought to play a crucial role in inhalational anthrax. We
isolated these 2 APC subsets by using magnetic microbeads to
separate cells expressing CD11c. After purification, we obtained
enriched populations of CD11c" total lung cells (figure 1B): AMs
(CD11c"¥"/CD11b"") represented 67.5% and LDCs (CD11c™/
CD11b™) represented ~10% of the purified cells. We could
clearly identify these populations on the basis of cell autofluo-
rescence and the expression of MHC class II molecules [18,
19]. The AMs (gate R1) were highly autofluorescent and did
not express MHC class II molecules (figure 1C, panel RI),
whereas the LDCs (gate R2) were less autofluorescent and ex-
pressed an intermediate level of MHC class II molecules (figure
1C, panel R2). Freshly isolated LDCs showed an immature phe-
notype with no expression of the costimulatory molecules
CD40, CD80, and CD86 (figure 1D). However, after overnight
culture, the expression of CD80, CD86, and MHC class IT mol-
ecules was up-regulated in these LDCs (figure 1D) [31].

Infection of CD11c" cells by spores of B. anthracis. We
studied the early events of inhalational anthrax by infecting
CD11c" lung cells, at an MOI of 20, with spores of the Sterne
strain (LT*/ET") or one of its derivative mutants, RP9 (LT"/
ET"), RP10 (LT /ET"), and RP42 (LT /ET ™). We assessed cell
viability by 7-aminoactinomycin D (7-AAD) staining after 18
h of culture. We found that the different strains did not affect
either cell viability or the expression of CD40 and CD80 mark-
ers (data not shown).

We next compared the efficiency of each major lung APC
population in the phagocytosis of anthrax spores (figure 2A).
We observed that more LDCs than AMs phagocytosed anthrax
spores (84% = 3.5% vs. 61% = 9%, respectively). Moreover,
LDCs phagocytose more anthrax spores than do AMs, as as-
sessed by the mean fluorescence intensity (MFI) (P<.000001,
Kolmogorov-Smirnov test). Spore phagocytosis was also less
efficient for IMs and AMs from BAL fluid (figure 2B). These
results suggest that LDCs were the most efficient lung APCs in
the phagocytosis of anthrax spores.

Effects of toxins on LDC maturation after spore infection
We then specifically focused on LDCs, by
gating the analysis on CD11c" cells after magnetic selection.

or intoxication.

After 18 h of culture, we observed that a subset of noninfected
CD11¢™/CD11b™ LDCs (~2%-5% of the population) spon-
taneously expressed high levels of MHC class II molecules and
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Figure 1. Characterization of lung dendritic cells (LDCs) in BALB/c mice. A, Total lung cells and cells from bronchoalveolar lavage fluid (BAL) were

stained for CD11b and CD11c markers. Values at the top right of each panel are the percentages of cells in each quadrant. B, CD11b/CD11c expression
pattern of purified CD11c* cells; gate R1 represents the alveolar macrophages (AMs), and gate R2 represents the LDCs. Values at the top right of
each panel are the percentages of cells in each quadrant. C, Autofluorescence (analyzed in the canal FL1) and MHC class Il expression of AMs (R7)
and LDCs (RZ) after positive selection with CD11c¢ microbeads. O, Expression of MHC class Il molecules and costimulatory molecules CD86 and CD80
by freshly isolated CD11c* lung cells (dashed line) and after overnight culture (unshaded portion of histogram). shading indicates isotype control
staining. Results shown are representative of 3 independent experiments. APC, allophycocyanin; FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin.

CD86 costimulatory molecules (figure 3A and 3B). This LDC
subset was observed after infection by both the atoxinogenic
strain RP42 (LT /ET ) and the ET-secreting strain RP10 (LT "/
ET") (4.63% and 4.28%, respectively) (figure 3A). In contrast,
the percentage of this LDC subset was decreased after infection
by both LT-secreting strains, RP9 (LT*/ET ") and Sterne (LT"/
ET") (to 0.61% and 0.66%, respectively).

Therefore, we preincubated the CD11c" lung cells with pu-
rified toxins, to confirm the direct effect of LT on LDCs during
infection. Preincubation with either PA or ET only (1 or 10
ng/mL) did not change the highly mature double-positive MHC
class II"/CD86" population subset (figure 3B). In contrast, the
percentage of this subset decreased in a dose-dependent manner
after treatment with LT (to 1.00% at 1 ng/mL of LT and to
0.29% at 10 ng/mL of LT). Furthermore, after treatment with
ET and LT together at 1 ng/mL, the highly mature cell subset
was not as affected as after treatment with LT alone (1.44% for
the ET-LT group vs. 1.00% for the LT group). However, when
the ET-LT concentrations reached 10 ng/mL, we observed the

same decrease as for LT at 10 ng/mL alone (to 0.21% and 0.29%,
respectively).

We next assessed the effect of LT on BMDC:s. The atoxinogenic
strain induced a mature double-positive MHC class I1"#*/CD86"*
population. However, none of the LT- and/or ET-secreting strains
affected this cell subset (figure 3C). The same results were ob-
tained after intoxication (data not shown). These results sug-
gested that LT specifically impairs LDC maturation.

Effects of toxins on CD11c" lung cell cytokine secretion after
spore infection or intoxication. We assessed in parallel the
secretion of cytokines (TNF-«, IL-6, IL-10, IL-12p70, and IFN-
v) and of the chemokine MCP-1, 18 h after infection, in the
CD11c" lung cell supernatants. After infection with the atox-
inogenic strain, RP42 (LT /ET "), the CD11c" lung cells secreted
proinflammatory cytokines (TNF-« and IL-6) and the anti-
inflammatory cytokine IL-10 (figure 4A), but they did not se-
crete significant levels of IL-12p70, IFN-v, or MCP-1 (data not
shown).

After infection with a strain either secreting both toxins
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(Sterne [LT*/ET"]) or secreting LT only (RP9 [LT*/ET"]), over-
all cytokine secretion was inhibited (figure 4A). After infection
with the ET-secreting strain, RP10 (LT"/ET"), we observed that
TNF-o secretion was intermediately inhibited and that IL-6
secretion was up-regulated, compared with the atoxinogenic
strain. We did not observe any modification of IL-10 secretion
after infection with the RP10 strain.

CD11c" lung cell supernatants were analyzed using the same
multiplex detection system 18 h after preincubation with pu-
rified toxins (figure 4B). We observed that control CD11c¢" lung
cells infected with RP42 (LT"/ET") spores secreted high levels
of TNF-a, IL-6, and IL-10. Preincubation with PA alone did
not modify cytokine secretion, compared with that in the con-
trol group. However, preincubation with LT inhibited cytokine
secretion by these cells. In contrast, incubation of CD11c¢" lung
cells with ET did not affect IL-10 or IL-6 secretion, whereas
we observed an intermediate inhibition of TNF-« secretion.
The combination of LT and ET at 10 ng/mL inhibited all cy-
tokines. These results were highly consistent with our data
showing the effect of infection with spores secreting or not
secreting the toxins.

Simultaneously, we analyzed the effect of LT-secreting strains
on BMDCs (figure 4C). As was observed for LDCs, BMDCs
secreted high levels of TNF-« and IL-10 after infection with
the atoxinogenic strain. In contrast to LDCs, they also secreted
IL-12p70, a major Thl-inducing cytokine. The LT-secreting

strains (Sterne and RP9) inhibited overall cytokine secretion,
whereas the ET-secreting strain (RP10) inhibited TNF-« se-
cretion, did not modify IL-12p70 secretion, and enhanced IL-
10 secretion, in contrast to the effect seen in LDCs.

Cytokine detection in supernatants reflects secretion by a
heterogeneous cell population. To discriminate each cell pop-
ulation, we investigated the regulation of TNF-« secretion at
the single-cell level by intracellular staining. We focused on
AM:s and LDCs by gating the population for CD11b and CD11c
expression, as described above (figure 5A). Our results showed
that both AMs and LDCs secreted TNF-« (figure 5B). Infection
with the Sterne (LT*/ET™) strain inhibited TNF-« secretion by
both AMs and LDCs, compared with the RP42 strain. We
observed a decrease in TNF-o" cell percentage (P <.000001,
Kolmogorov-Smirnov test), as well as in TNF-a MFIs (P<
.000001, Kolmogorov-Smirnov test), for each population. These
results showed that the toxinogenic Sterne strain inhibited
TNF-« secretion at the single-cell level.

DISCUSSION

In our study, we investigated—for the first time, to our knowl-
edge—the effects of toxins after incubation of relevant LDCs
with B. anthracis spores. Early events in B. anthracis infection
are thought to be crucial for the outcome of the infection,
because the immune responses were completely abolished in
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of the mature subset of LDCs after preincubation with protective antigen (PA), edema factor (EF), and/or lethal factor (LF) at 1 or 10 ng/mL for 2 h
and infection with RP42 (LT~/ET") spores for 18 h. Data were gated on CD11¢* cells. C, Phenotype analysis of the mature subset of BMDCs after
infection with RP42 (LT~/ET~), RP10 (LT~/ET*), RP9 (LT*/ET"), and Sterne (LT*/ET*) spores for 18 h. Values in the quadrants are the percentages of
double-positive cells in the gate. Results shown are representative of 3 independent experiments. FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin.
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*P<.0001, vs. RP42 group.
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Effect of toxins on CD11c* lung cell cytokine secretion after spore infection (A) or intoxication (B) and on bone marrow—derived dendritic
cell (BMDC) cytokine secretion after spore infection (C). A, Edema toxin (ET) and lethal toxin (LT) secreted during Bacillus anthracis infection differentially
impair cytokine secretion by CD11¢* lung cells. CD11¢* cells were infected with spores of RP42 (LT~/ET~), Sterne (LT*/ET*), RP9 (LT*/ET"), or RP10
(LT~/ET*) strains. Tumor necrosis factor (TNF)—a: concentration was measured in culture supernatants after 18 h by ELISA (R&D Systems). Interleukin
(IL}-10 and IL-6 secretion was assessed using a multiplex detection system. B, Differential impairment of CD11c* lung cell cytokine secretion by
purified ET and LT. CD11c* cells were preincubated with protective antigen (PA), edema factor (EF), and/or lethal factor (LF) at 1 or 10 ng/mL for 2 h
and infected with spores of the RP42 (LT~/ET~) strains. Cytokine concentrations were measured in culture supernatants after 18 h, as described above.
C, Impairment of BMDC cytokine secretion by ET and LT secreted during B. anthracis infection. Cells were infected with spores of RP42 (LT~/ET"),
Sterne (LT*/ET*), RP9 (LT*/ET~), or RP10 (LT~ /ET*) strains. TNF-ox concentration was measured in culture supernatants after 18 h by ELISA. IL-10 and
IL-12p70 were assessed using a multiplex detection system. Data are mean = SD cytokine concentrations representative of 3 independent experiments.
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Figure 5.

Intracellular tumor necrosis factor (TNF)}—c secretion by CD11c* cells after spore infection. A, CD11b/CD11c expression pattern of CD11¢*

cells: alveolar macrophages (AMs) (gate R1) and lung dendritic cells (LDCs) (gate R2). B, Impairment of TNF-« secretion by AMs and LDCs, as a result
of edema toxin (ET) and lethal toxin (LT) secreted during Bacillus anthracis infection. CD11c* cells were infected with RP42 (LT~/ET~) or Sterne (LT*/
ET*) spores. TNF-« secretion was analyzed at the single-cell level by intracellular staining. Values in the quadrants are the percentages of cells; values
in parentheses are mean fluorescence intensities of positive cells. Results are representative of 3 independent experiments. APC, allophycocyanin; PE,

phycoerythrin.

patients who died during the 2001 outbreak of inhalational an-
thrax [32]. We show that LT and ET impair early LDC functions
and show that toxins may play a crucial role in switching off
the immune response in inhalational anthrax infection.

This is the first study showing how anthrax toxins act after
infection of LDCs. Most previous studies have used AMs, be-
cause these cells, which are the major cell population in BAL
samples, are easier to isolate [27] and because only very recently
has a clear distinction between the different subpopulations of
CD11c" cells in murine lungs been described [17-20]. Here,
we show that multiparametric analysis of the cellular popula-
tions present in the whole lung is essential for differentiating
the LDCs and the AMs. These 2 populations have important
phenotypic and functional differences. We have discriminated
between LDCs and AMs on the basis of their expression of
CD11b/CDl11c¢ antigens and MHC class II molecules, as well
as their autofluorescence. Using this strategy, we are able to
study the differential expression of maturation markers, such
as CD86 and MHC class II molecules, by LDCs, in addition
to spore phagocytosis.

Our results show that LDCs are significantly more efficient
than AMs for spore phagocytosis. This has several consequences
with regard to host-pathogen interactions. Because LDCs are
able to migrate to the mediastinal lymph nodes, their increased
capacity to phagocytose spores makes it easier for the pathogen
to cross the alveolocapillar wall. A previous study has shown
that secretion of anthrax toxin by the germinated spores enables
B. anthracis to kill from within [33]. Therefore, the greater

ability of LDCs to phagocytose spores may provide a strong
advantage for the pathogen to spread by the pulmonary route.

LDCs are also highly sensitive to LT. We observed that LT
inhibits, in a dose-dependent manner, maturation characterized
by the coexpression of CD86 and MHC class II molecules. This
maturation inhibition may lead to an aberrant ability to activate
and coordinate the adaptive immune response. The presenta-
tion of antigens in this way could lead to an anergy of the
specific T cell clone or to the development of T regulator cells.

Finally, ET and LT have very different effects on CD11c" lung
cells. LT inhibited the secretion of IL-6, IL-10, and TNF-a.
Although ET inhibited the secretion of TNF-¢, it did not affect
IL-10 secretion, and IL-6 secretion was enhanced. A previous
study has shown that human monocytes stimulated by lipo-
polysaccharide and incubated with ET have enhanced IL-6 se-
cretion [34]. The high levels of IL-6 and IL-10 secretion ob-
served with ET clearly favor the development of a Th2 immune
response. We have previously shown that ET has a strong ad-
juvant effect on the humoral and PA response that could be
linked to a Th2 shift [35]. Indeed, it has been specifically shown
that IL-6 secreted by APCs polarizes T cells toward a Th2 re-
sponse [22], whereas IL-10 secretion mediates tolerance [21]. ET
may further trigger the development of T regulator cells, as has
previously been shown for cholera toxin, another bacterial toxin
that increases intracellular cAMP concentration [36].

We did not observe phenotypic maturation inhibition in
BMDCs. Furthermore, we observed very different cytokine se-
cretion patterns for lung CD11c" cells and BMDCs. These re-
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sults stress the need to evaluate the effects of toxins in relevant
cells.

Finally, the results presented here describe the effects of B.
anthracis toxins on LDCs that may be relevant for understand-
ing inhalational anthrax physiopathologic mechanisms. These
results require further investigation using an in vivo model of
inhalational anthrax to determine which cells are involved in

spore migration.
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Au cours de ces travaux, nous avons démontré pour la premiere fois le role essentiel
joué par les DCpulm myéloides dans la physiopathologie du charbon d’inhalation. Les
DCpulm myéloides constituent le véritable « cheval de Troie » pour les spores de B. anthracis
a la fois par leur role de sentinelle au sein de la muqueuse pulmonaire et par leur forte
capacité de phagocytose, mais aussi par leur capacité de migration jusqu’aux ganglions
lymphatiques. Le pathogene échappe ainsi a la mise en place des systemes de défense innée
de I’organisme hote.

Les DCpulm migrent jusqu’aux ganglions lymphatiques chargées de spores. Ces
dernieres ont la capacité de germer au sein méme des phagolysosomes, comme cela a pu étre
montré dans les macrophages in vitro (Guidi-Rontani et al., 1999 ; Guidi-Rontani et al., 2001
; Ruthel et al., 2004). Nous avons démontré que les DCpulm sont ensuite sensibles aux
toxines sécrétées au cours de l’infection, en absence de phénomeéne de mort cellulaire.
L’inhibition des fonctions des DCpulm favorise la propagation ultérieure du pathogene dans
tout I'organisme. En effet, c’est au niveau des ganglions lymphatiques que s’effectue la
germination des spores et le passage des formes végétatives dans la circulation sanguine

provoquant une septicémie associée a une toxémie conduisant a la mort de I’hote.
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1. Les DCpulm constituent le « cheval de Troie » des spores de

B. anthracis dans la forme pulmonaire de la maladie

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent de proposer un nouveau schéma

d’infection pulmonaire par les spores de B. anthracis (Figure 21).

1.1. Passage de la barriere épithéliale alvéolaire

Le passage de la barriere épithéliale alvéolaire constitue la premicre étape de diffusion
du pathogene. Le dialogue entre les MA et les DCpulm joue probablement un réle majeur au

cours de ce mécanisme.

Apres un aérosol de spores, les MA rencontrent les spores inhalées au niveau des
alvéoles, puis les phagocytent (Figure 23, 1). Les mécanismes impliqués dans 1’adhésion la
reconnaissance des spores par les MA ne sont pas encore clairement connus. Une étude sur la
structure externe des spores de B. anthracis a montré que la glycoprotéine BclA, protéine
majoritaire de 1’exosporium, joue un rdle dans 1’adhésion puisque des souches mutées pour
BclA ont des capacités d’adhésion aux macrophages augmentées (Sylvestre, 2003). Des
mécanismes de reconnaissance des spores par les MA via MyD88 peuvent ensuite intervenir
apres adhésion et phagocytose, comme cela a été démontré avec des splénocytes murins
(Glomski et al., 2007) ou bien, en cas de germination rapide aprés phagocytose, par
reconnaissance de PAMP bactériens via un mécanisme TLR2-dépendant (Hughes et al.,
2005).

L’activation des MA induit probablement la sécrétion de chimiokines qui vont
rapidement recruter les DCpulm avec, dans un premier temps, la création d’extensions trans-
épithéliales a travers les alvéoles (Figure 23, 2), puis la migration des DCpulm dans les
alvéoles a partir de 6 heures (Figure 23, 4). Ces dernieres sont alors capables de phagocyter
efficacement les spores par un mécanisme qui reste a déterminer. Il a été montré, chez le rat,
que les DCpulm sont capables de produire des extensions trans-épithéliales dans la trachée

pour capturer des antigénes (Jahnsen et al., 2006). Une autre étude chez la souris a montré
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que la sous-population de ag-DC présente dans le parenchyme pulmonaire exprime aussi des

protéines des jonctions serrées qui lui permettraient de migrer a travers I’épithélium alvéolaire

(Sung et al., 2006).

0 10min 30min 4-6h

Tissu interstitiel
pulmonaire

Ganglion
lymphatique

r’:k / % DCpulm immature / DCpulm mature Barriere épithéliale alvéolaire

@ / @ MA / MI et Spores de B. anthracis

@ Monocyte Principales étapes de I’infection

Figure 23 : Mod¢le récapitulatif de la cinétique d’infection aprés inhalation de spores de B. anthracis. 1)
phagocytose des spores par les MA ; 2) phagocytose des spores par les DCpulm avec production d’extensions
trans-épithéliales ; 3) premier flux de migration de DCpulm infectées vers les ganglions lymphatiques ; 4)
passage de DCpulm et de monocytes vers les alvéoles avec une efficacité élevée de phagocytose des spores par
les DCpulm ; 5) déplétion du tissu pulmonaire en DCpulm ; 6) forte migration de DCpulm infectés vers les
ganglions lymphatiques ; 7) présence de DCpulm et de monocytes au sein des alvéoles ; 8) repopulation du tissu

pulmonaire par les DCpulm ; 9) migration de DCpulm infectés au niveau des ganglions lymphatiques.
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Les résultats que nous avons obtenus sont en cohérence avec I’hypothese que les
DCpulm pourraient produire des extensions cytoplasmiques trans-épithéliales dans les
alvéoles (Figure 23, 2). En effet, des DCpulm infectées sont observées dans le parenchyme
pulmonaire a 30 minutes tandis que nous n’observons aucune DCpulm dans les LBA. Les
spores étant immobiles et ne pouvant pas traverser la barriere épithéliale alvéolaire seules, les
DCpulm infectées ont probablement échantillonné les espaces alvéolaires grace a la
production d’extensions cytoplasmiques sans qu’il y ait trans-migration de la cellule entiere,
mécanisme qui serait beaucoup plus lent. Les analyses en microscopie confocale montrent la
présence de contacts proches a 10 minutes entre les DCpulm et les spores, sans phagocytose
(Figure 23, 1) tandis que des colocalisations sont observées a 30 minutes (Figure 23, 2) et
associées a une migration de DCpulm infectées dans les ganglions lymphatiques (Figure 23,
3).

Les signaux moléculaires a 1’origine de 1’activation des DCpulm restent a déterminer.
Toutefois, CX3CL1, le ligand du récepteur CX3CR1, pourrait jouer un role important, comme
cela a pu étre montré pour la capture de pathogenes au niveau de I’intestin (Niess et al.,
2005). De plus, nos résultats montrent que les DCpulm CX3CR1-positives participent a la

phagocytose et au transport des spores.

1.2. Diffusion du pathogene jusqu’aux ganglions lymphatiques

thoraciques

Nous avons démontré que lors de la deuxieme étape, c’est a dire le transport des
spores depuis I’interstitium pulmonaire jusqu’aux ganglions lymphatiques thoraciques, les
DCpulm myéloides jouent un role majeur. En effet, les DCpulm constituent la principale
population cellulaire infectée dans les ganglions lymphatiques avec un pic de migration 6
heures apres inhalation des spores. Les mécanismes impliqués dans la migration des DCpulm
jusqu’aux ganglions lymphatiques restent a déterminer. Il est possible que cette migration
repose sur un mécanisme CCR7/CCR8-dépendant, comme cela a pu étre montré chez la
souris, dans un modele utilisant des billes de latex (Jakubzick et al., 2006). Les spores
induisent, sur des DC humaines en culture, une diminution de la transcription de CCR2 et

CCRS, les récepteurs aux chimiokines produites au sein des tissus, en association avec une
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augmentation de la transcription de CCR7, récepteur aux chimiokines produites au niveau des

ganglions lymphatiques (Brittingham et al., 2005).

Les DCpulm constituent donc le « cheval de Troie » des spores de B. anthracis au
cours des phases précoces de 'infection, tandis que les MA représentent le premier rempart

cellulaire.

1.3. Recrutement de DCpulm et de monocytes dans I’espace

alvéolaire au cours des phases avancées de I’infection

Six heures apres infection par voie i.n., des monocytes et des DCpulm migrent vers les
alvéoles pulmonaires (Figure 23, 4). Ces deux populations sont probablement recrutées par
des signaux produits par les MA infectés. Il est possible que les DCpulm alors observées dans
les alvéoles résultent de la différenciation des monocytes apres reconnaissance de DAMP ou
de PAMP, ou sous I’action de facteurs de différenciation sécrétés par les MA infectés ou par
d’autres cellules ayant détecté la présence de pathogenes dans 1’alvéole. Une autre hypothese
sur I'origine des DC alvéolaires est le recrutement de DC ou de précurseurs depuis la
circulation sanguine par la sécrétion de chimiokines et/ou de cytokines diffusées depuis le lieu
de I’infection.

Ce recrutement de DCpulm et de monocytes constitue le deuxieme rempart cellulaire

capable de migrer jusqu’aux ganlions lymphatiques (Figure 23, 6 et 9).
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2. Les toxines sécrétées lors de [Dinfection inhibent les

Jonctions des DCpulm et des phagocytes pulmonaires

Lors de ce travail de these, nous avons étudié pour la premiere fois les effets des
toxines sécrétées par B. anthracis aprés infection de DCpulm purifiées ex vivo. La
caractérisation multiparamétrique des DCpulm nous a permis d’observer qu’elles phagocytent
plus efficacement les spores que les MA. La quantit¢ de spores présentes dans le
phagolysosome est probablement corrélée a la quantité de toxines sécrétées dans ce
microenvironnement. Une étude a montré que 1’expression des toxines apres germination des
spores a l’intérieur du phagosome permet au pathogene d’induire la mort des phagocytes
(Banks et al., 2005). Cependant nous n’avons pas observé de mort cellulaire apres 18 heures
d’infection in vitro, ainsi, d’autres mécanismes pourraient intervenir pour permettre la

libération du pathogene dans le milieu extracellulaire.

2.1. LT inhibe la maturation des DCpulm

Contrairement aux DCMO, les DCpulm sont extrémement sensibles a LT qui inhibe
leur maturation a tres faible concentration (1 ng/ml). Cette inhibition de la maturation pourrait
mener a une activation et une coordination aberrante de la réponse immune adaptative. La

présentation des antigenes, dans ce cas, pourrait aboutir a une anergie des clones T

spécifiques ou au développement de cellules Treg.

2.2.  Les toxines modifient le profil de sécrétion de cytokines par

les phagocytes pulmonaires

Les étapes initiales d’une infection bactérienne sont caractérisées par la sécrétion de

cytokines et de chimiokines par différents types cellulaires. Nous avons montré que les
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phagocytes pulmonaires sécretent du TNF-o, de I’IL-6 et de I’IL-10 apres infection avec une

souche atoxinogene in vitro.

La présence de LT inhibe la production de ces cytokines. L’inhibition de TNF-o peut
correspondre, in Vivo, a une dérégulation de la réponse immunitaire spécifique pulmonaire. Le
TNF-o0 est une des premieres cytokines libérées lors d’une infection bactérienne. Les
macrophages pulmonaires de méme que les DCpulm constituent la source principale de TNF-
o au sein du tissu pulmonaire et nous avons montré que LT inhibe la sécrétion de TNF-a chez
les deux types cellulaires.

L’inhibition de la sécrétion d’IL-6 peut se traduire in Vivo par une inhibition de la
prolifération des cellules T, une inhibition de 1’activation des cellules NK et de la production
d’Ig par les cellules B. De plus, I'IL-6 joue un role prédominant dans I’établissement des
réponses immunitaires induites par les DC et inhibe 1’induction des Treg (Figure 20). Ainsi, la
sécrétion de LT par le pathogéne permet a ce dernier d’échapper a la mise en place d’une
réponse adaptative.

LT inhibe aussi la sécrétion d’IL-10. In vivo, I'IL-10 diminue 1’expression des
molécules du CMH II et de co-stimulation, diminuant la capacité de présentation de I’Ag par
les CPA (Ding et al., 1993). D’autres études ont démontré que I'IL-10 avait un effet
protecteur sur les MA en diminuant leur apoptose (Bingisser et Holt, 2001). De plus, I'IL-10

diminue la synthese de protéines pro-inflammatoires, en particulier celle d’IL-12.

Nous observons des taux élevés d’IL-6 et d’IL-10 apres infection des phagocytes
pulmonaires avec des souches sécrétant ET ou apres incubation avec ET purifiée. Une autre
étude, sur des monocytes humains stimulés par du LPS, montre que ET induit une
augmentation de la sécrétion d’IL-6 (Hoover et al., 1994). L’augmentation de la sécrétion de
ces cytokines favorise probablement le développement d’une réponse immune Th2 ou Treg in
vivo. En effet, il a été montré que la sécrétion d’IL-6 par les DCpulm polarise les cellules T
vers une réponse Th2 (Dodge et al., 2003) tandis que la sécrétion d’IL-10 induit un état de
tolérance (Akbari et al., 2001). Une autre étude au sein du laboratoire a montré que ET a un
effet adjuvant sur la réponse anti-PA et sur la réponse humorale chez la souris (voir Annexe
II, (Quesnel-Hellmann et al., 2006)). Cet effet adjuvant pourrait étre 1lié a un shift de la

réponse vers une réponse Th2.
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Les toxines sécrétées par B. anthracis ont donc des effets distincts sur les phagocytes
pulmonaires et nous observons, apres incubation des cellules avec une souche sécrétant les
deux toxines ou avec les toxines purifiées, que les effets de LT dominent les effets de ET a la

fois sur la sécrétion de cytokines mais aussi sur la maturation des DCpulm.

3. Perspectives

Ce travail de these ouvre de nombreuses perspectives sur 1’étude des phases précoces
de I’infection pulmonaire par les spores de B. anthracis.

Les spores de B. anthracis sont inertes et immobiles. Pourtant, la forme pulmonaire de
la maladie du charbon ne présente aucune 1ésion du tissu pulmonaire au cours des phases
précoces de l’infection. Nous avons montré que les spores utilisent les DCpulm comme
«cheval de Troie » pour traverser la barriere alvéolo-capillaire et atteindre les ganglions
lymphatiques. Au niveau de I’intestin, les DC exprimant le récepteur CX3CR1 sont capables
d’émettre des extensions cytoplasmique a travers la barriere épithéliale sans 1’endommager
pour échantillonner la lumiére intestinale et capturer les éléments présents (Niess et al., 2005 ;
Vallon-Eberhard et al., 2006). Au niveau du systéme respiratoire, les DCpulm sont localisées
sous 1I’épithélium alvéolaire (Holt et al., 1993) et une étude récente a montré que la sous-
population pulmonaire oE-DC exprime des protéines impliquées dans les jonctions serrées
telles que Claudine-1, Claudine-7 et ZO-2 (Sung et al., 2006). Nous avons montré que les
DCpulm CX3CRI1 participent a la capture et au transport des spores jusqu’aux ganglions
lymphatiques. Ainsi, 1’étude de I’expression de I’intégrine aE-f7 ou de protéines des
jonctions serrées par cette sous-population de DCpulm CX;CR1" favoriserait I’hypothese de
la production d’extensions cytoplasmiques a travers la barriere épithéliale, mécanisme
permettant la phagocytose des spores présentes dans les alvéoles sans endommager la paroi
alvéolaire.

Le dialogue entre les DCpulm et les MA joue probablement un rdle important dans la
mise en place des mécanismes de capture des spores. Nous avons montré que les MA sont les

premieres cellules infectées apres inhalation de spores. Il est possible que les MA produisent
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différentes cytokines et/ou chimiokines telles que CX3CL1 qui pourrait activer la formation
d’extensions trans-épithéliales par les DCpulm. Une étude de la migration des DCpulm vers
un compartiment de MA infectés en chambre de migration permettrait de conclure sur I’effet
chimioattractant des MA infectés. De plus, plusieurs travaux ont démontré 1’effet inhibiteur
des MA sur les DCpulm (Thepen et al., 1989 ; Jakubzick et al., 2006). Il serait donc
intéressant d’observer les fonctions des DCpulm apres infection avec des spores de B.
anthracis, en absence de MA. Plusieurs modeles d’études sont envisagés tels que la déplétion
des MA par instillation nasale de clodronate, ou encore la déplétion conditionnelle des
cellules CD11c" par la toxine diphtérique dans un modele de souris transgéniques CD11c-
DTR. Ce modele permet la déplétion spécifique des cellules CD11c* du compartiment

pulmonaire par instillation i.t. de la toxine diphtérique (Landsman et al., 2007).

Nos résultats ouvrent aussi des perspectives d’études sur les phases plus avancées de
I’infection. Ainsi, la caractérisation des DCpulm recrutées dans les alvéoles 6 heures apres
infection parait essentielle car elles sont a 1’origine d’un deuxieéme transport de spores
jusqu’aux ganglions lymphatiques. Il pourrait s’agir de DCpulm résidentes traversant la
barriere alvéolaire sans I’endommager (impliquant des mécanismes proches de ceux décrits
précédemment). Il pourrait aussi s’agir de précurseurs présents dans le parenchyme
pulmonaire et traversant la barriere alvéolo-épithéliale sous 1’action de chimiokines et/ou
cytokines sécrétées au sein de 1’alvéole. Ces précurseurs se différencieraient en DCpulm sous
I’influence de facteurs de différenciation présents au sein de 1’alvéole, ce qui pourrait
expliquer la présence des monocytes dans les alvéoles a cette phase de I'infection (Landsman
et al., 2007). Enfin, I’hypotheése de DC ou de précurseurs recrutés depuis la circulation
sanguine ne peut étre écartée. Le modele de souris CX3CR17E" permet de visualiser les
DCpulm et leur principal précurseur, les monocytes, in Vivo sans marquage complémentaire.
Des expériences de transferts adoptifs permettront d’apporter de nouveaux éléments sur

I’origine des cellules recrutées dans les alvéoles, 6 heures apres I’infection.

L’implication des toxines dans le processus de propagation du pathogeéne n’est pas
clairement identifiée. Il est difficile de savoir si la phagocytose seule induit la migration des
cellules ou si les spores germent des leur entrée dans la cellule hote et dérégulent les fonctions
cellulaires tres tot dans le processus infectieux. Des études in vitro sur des DC dérivées de
monocytes humains tendent a montrer des effets spécifiques pour chacune des toxines sur la

migration cellulaire (Quesnel-Hellman, communication personnelle). L’étude de I’infection in
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vivo avec différentes souches exprimant une seule des deux toxines ou avec une souche
capsulée et atoxinogene apportera de nouveaux éléments quant aux roles des toxines au cours

de I’infection.

Les résultats apportés par ce travail de these montrent la rapidité de I’infection
pulmonaire par B. anthracis. Nos résultats montrent que les spores diffusent trés rapidement et
que les voies respiratoires inférieures sont infectées dés 30 minutes apres exposition. D’un
point de vue thérapeutique, nos résultats permettent d’écarter I’intérét d’un traitement local et

démontrent la nécessité d’administrer tres rapidement un traitement systémique.
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Summary

Inhalational anthrax is a life-threatening infectious
disease of considerable concern, especially as a
potential bioterrorism agent. Progress is gradually
being made towards understanding the mechanisms
used by Bacillus anthracis to escape the immune
system and to induce severe septicaemia associated
with toxaemia and leading to death. Recent advances
in fundamental research have revealed previously
unsuspected roles for toxins in various cell types. We
summarize here pathological data for animal models
and macroscopic histological examination data from
recent clinical records, which we link to the effects of
toxins. We describe three major steps in infection: (i)
an invasion phase in the lung, during which toxins
have short-distance effects on lung phagocytes; (ii) a
phase of bacillus proliferation in the mediastinal
lymph nodes, with local effects of toxins; and (iii) a
terminal, diffusion phase, characterized by a high
blood bacterial load and by long-distance effects of
toxins, leading to host death. The pathophysiology of
inhalational anthrax thus involves interactions
between toxins and various cell partners, throughout
the course of infection.

‘This experimental infection is not a true pulmonary disease,
but serves to show how infective particles may set up a
generalised infection after introduction through the uninjured
respiratory tract (Barnes, 1947).

Introduction

Bacillus anthracis is a Gram-positive, spore-forming bac-
terium responsible for two highly contrasted clinical
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diseases: the inhalational form, which is extremely severe,
fulminating and difficult to diagnose, and the cutaneous
form, which is relatively benign and easily identified and
treated with antibiotics. The main features of inhalational
anthrax were first described in 1888, when Buchner
showed that animals exposed to clouds of spores did not
develop a true pulmonary disease (Buchner, 1888).
However, Buchner was unable to identify the pulmonary
site at which the spores germinated. After the Second
World War, several teams tried to resolve this mystery,
using animal models such as monkeys, rabbits, guinea
pigs and mice (Young et al., 1946; Barnes, 1947). These
studies were the first to report that host invasion involved
the lymphatic system, with no evidence of lung injury. In
the late 1950s, Ross investigated the precise kinetics of
inhalational infection in a guinea pig model of intratracheal
infection (Ross, 1957): within 1 h, all the spores were
taken up by lung phagocytes migrating towards the peri-
bronchiolar, perivascular lymphatic channel; within 4 h,
spores were detectable in phagocytes in the lymph glands;
after 24 h, unrestricted bacillus proliferation was observed
in the blood. Ross reported no recruitment of polymorpho-
nuclear neutrophils (PMN) or lung injury at any time.
Studies on Rhesus monkeys (Henderson et al.,, 1956;
Lincoln etal., 1965) and chimpanzees (Albrink and
Goodlow, 1959) infected with spore aerosols confirmed
that spores were taken up by alveolar macrophages (AM),
by phagocytosis, and carried to regional lymph nodes in
the mediastinum within 6-18 h. Interestingly, macroscopic
and pathological analysis at autopsy of human cases of
natural (Albrink et al., 1960; Brachman etal., 1961) or
provoked (Sverdlosk in the former USSR) inhalational
anthrax (Abramova et al.,, 1993; Grinberg et al., 2001)
outbreaks have shown that the spores are carried by
phagocytes accumulating in the capsular sinus of the
mediastinal lymph nodes, where the spores germinate and
the bacilli proliferate, producing chains of bacteria, which
then diffuse into the blood. Interest in the pathophysiology
of pulmonary anthrax was stimulated by the bioterrorist
attacks in 2001. Unlike the 82 spontaneous cases
recorded during the 20th century (Holty et al., 2006), the
11 cases of inhalational anthrax resulting from these bio-
terrorist attacks have been described in depth (Borio et al.,
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2001; Jernigan et al.,, 2001; Mayer et al., 2001; Barakat
et al., 2002; Mina et al., 2002). Clinical signs, such as
vomiting and coughing, together with mediastinal widen-
ing on chest X-ray (the best clinical predictor), reflect the
massive migration of lung phagocytes, leading to medias-
tinal lymphadenitis (Kyriacou et al., 2004). An analysis of
autopsy samples from the five fatal cases of inhalational
anthrax resulting from the bioterrorist attacks in 2001 led to
a reassessment of previous necropsy studies, demon-
strating the key role played by lung phagocytes as patho-
gen vectors (Guarner et al., 2003).

Although recent studies have provided insight into the
mechanisms by which spores, capsule and toxins exert
their effects in infection models (Vasconcelos et al., 2003;
Lyons et al., 2004; Drysdale et al., 2005; Heninger et al.,
2006), little effort has been made to link histological find-
ings in animal models and clinical records to recent data.
This Microreview aims to bring together the puzzling array
of data concerning the disruptive effects of toxins on their
intracellular targets, identifying a putative role for these
toxins in inhalational anthrax. We thus hope to generate a
new picture of the role of toxins in inhalational anthrax.

The molecular characterization of lethal and oedema
toxin effects: confounding factors for cell signalling
and survival

The toxins secreted by B. anthracis were identified by
Smith in the 1950s (Keppie et al., 1953). These toxins
were thought to act as the terminal effectors of host death,
in conjunction with septicaemia (Smith et al., 1955a,b;
1954). It was subsequently demonstrated that the two
major virulence factors of B. anthracis (toxins and
capsule) were encoded by two different plasmids (pXO1
bearing the toxin genes and pXO2, bearing the capsule
genes) (Mikesell et al., 1983; Green et al., 1985). Anthrax
toxins are formed by the association of three factors
[reviewed in the study by Abrami et al. (2005)]. These
three factors are the protective antigen (PA), the lethal
factor (LF) and the oedema factor (EF). Intravenous injec-
tions of PA + LF (lethal toxin, LT) have been shown to be
lethal (Beall etal, 1962). Intradermal injections of
PA + EF (or oedema toxin, ET) induce oedema in the skin
(Stanley and Smith, 1961), and may also be lethal. The
role of toxins in strain virulence in vivo has been demon-
strated by gene deletion, showing a synergic effect of EF
and LF (Pezard et al., 1991). Crystal structures have been
obtained for all three components of these toxins (Petosa
et al., 1997; Pannifer et al., 2001; Drum et al., 2002). This
Microreview is restricted to information essential to our
understanding of how these toxins interfere with the host
signalling system (Fig. 1). Briefly, PA binds to at least two
cellular receptors — ANTXR1/TEM-8 and ANTXR2/CMG-2
— and to a co-receptor identified as the LDL receptor-

related protein (LRP) 6 (Bradley et al., 2001; Scobie et al.,
2003; Wei etal, 2006). The precise Kkinetics of
PA-ANTXR interactions and subsequent intracellular
events are complex, and beyond the scope of this Micror-
eview (Abrami et al., 2005; Scobie and Young, 2005), but
LRP6 may play a crucial role in the internalization signal
(Wei et al., 2006). Following the cleavage of PA (83 kDa)
by a furin-like protease, releasing a 20 kDa peptide from
the N-terminus, PAB3 self-assembles to form a hep-
tameric prepore. Endocytosis is both lipid raft-dependent
and clathrin-mediated, leading to prepore-receptor trans-
port through the early endosome in intraluminal vesicles
called multivesicular bodies (MVB) and delivery to the late
endosome. Under acidic endosome conditions, the pore
is formed by a PA heptamer and the LF/EF moieties are
translocated in MVBs. These MVBs can fuse with endo-
somal membrane and deliver LF/EF into the cytosol,
where these compounds exert their toxic effects [for a
detailed review on endocytosis see the study by Abrami
et al. (2005)]. LF is a zinc-dependent metalloprotease that
cleaves most mitogen-activated protein kinase (MAPK)
kinases (MKK) (Duesbery et al., 1998), whereas EF is a
calcium- and calmodulin-dependent adenylate cyclase
that increases intracellular cAMP concentration (Leppla,
1982), leading to various disruptions of cytokine secretion
(Tournier et al., 2005) and an increase in ANTXR expres-
sion resulting in an increase in the rate of toxin internal-
ization (Maldonado-Arocho et al., 2006). The effects of LT
on MAPK pathways and the ultimate effect on cell function
remain unclear, as one study on dendritic cells (DCs)
showed that the secretion of all cytokines was inhibited
(Agrawal et al., 2003), whereas we observed more selec-
tive effects correlated with a balance between p38 and
ERK inhibition (Tournier et al., 2005). LT has been shown
to induce macrophage cell death in several mouse strains
(Friedlander et al., 1993). Mouse strain macrophage sus-
ceptibility was recently linked to the polymorphic locus
Nalp1b (Boyden and Dietrich, 2006). Interestingly, the
product of this locus, NALP1, is a key component of the
inflammasome — a multiprotein complex responsible for
the activation of caspases 1 and 5, leading to processing
and secretion of the pro-inflammatory cytokines IL-1p3 and
IL-18 (Tschopp et al., 2003; Petrilli et al., 2005). Several
studies have shown that MKK cleavage occurs in both
resistant and susceptible mouse cells (Park et al., 2002;
Alileche et al., 2005), whereas NALP1 activation occurs in
susceptible macrophages only (Boyden and Dietrich,
2006). These data suggest that LT-related cell death is not
dependent on MKK cleavage. It has been independently
shown that LT induces the apoptosis of activated
macrophages via a p38a-dependent pathway (Park et al.,
2002). Another apoptosis pathway, involving the activation
of PKR downstream from TLR4 by B. anthracis motifs has
recently been described (Hsu ef al., 2004). Surprisingly,

© 2007 The Authors

Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, Cellular Microbiology, 9, 555-565



Contribution of toxins to inhalational anthrax 557

PA 20 kDa
@

P Béma PA heptamer LF

PA 63 kDa

{d

Lipid raft

Furin-like

Signalling for @

internalisation

@&

ANTXR1/2

Clathrin-
mediated

Late endosome

calmodulin

Adenyiyl ?]:;

syclase ?

ryrjje T L aa— MKK
cAMP T
l/\! Caspase1

PKA Inhibition of

CHEB
prosurvival genes
Cleavage of prolL-1
and of prolL-18
A4
/

Inhibition of IL-12, TNF-o secretion

Inhibition of IL-8, IL-10,  Inhibition of cell
Induction of IL-10 secretion Cell death TNF-c secretion maturation

Fig. 1. Current model of cellular toxin effects. Following its interaction with two cellular receptors (ANTXR1/2), the 83 kDa protective antigen
(PA) is cleaved by a furin-like protein. LRP6 may play a crucial role in transmitting the internalisation signal. PA63 self-assembles to form a
heptameric prepore that facilitates the entry of lethal factor (LF) and oedema factor (EF) into the cytosol, where they exert their toxic effects
after internalization. LF is a zinc-dependent metalloprotease that cleaves most mitogen-activated protein kinase kinases (MKK), whereas EF is
a calcium- and calmodulin-dependent adenylate cyclase that increases intracellular CAMP concentration (see the text for detailed information).
MVB, multivesicular bodies.
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the transcription factor CREB is a crucial target in the
maintenance of macrophage survival in the context of
LT-induced TLR4-dependent cell death (Park etal.,
2005). ET rescues cells from TLR4-induced apoptosis, via
the downstream activation of protein kinase A (PKA) and
CREB. It therefore appears that death pathways are more
complex than was initially thought.

Toxins can act both from within phagosomes (Guidi-
Rontani et al,, 1999; 2001; Banks etal., 2005) and at
distance (Moayeri et al., 2003; Firoved et al., 2005). This
has major pathophysiological implications, accounting for
the efficacy of toxins from early to late phases of the
disease. Several reviews have previously addressed the
cellular effects of toxins on immune response and have
focused mainly on LT, which is the best described toxin
(Agrawal and Pulendran, 2004; Fukao, 2004; Moayeri and
Leppla, 2004; Baldari et al., 2006; Banks et al., 2006).
Here, we will focus on several key steps in which LT and
ET may contribute to the pathogenesis and clinical mani-
festations of inhalational anthrax.

The early phase of inhalational anthrax:
phagocytosis by lung antigen-presenting cells
(APCs) and silencing of the first innate alarms

In inhalational anthrax, the spores are first captured by
pulmonary phagocytes (Fig.2). The main phagocyte
populations present in the alveoli are AMs, as shown by
cell analyses of bronchoalveolar lavages (Cleret et al.,
2006). Spore motifs are recognized by pattern recognition
receptors through an MyD88-dependent mechanism
(Glomski et al., 2007), whereas vegetative bacilli signal
through TLR2 (Hughes et al., 2005) and anthrolysin O
signals through TLR4 (Park et al., 2004). AMs are thought
to act as a ‘Trojan horse’ during infection (Guidi-Rontani
et al,, 1999; 2002). Lung dendritic cells (LDC) constitute
another population of interest, although it remains unclear
whether this population is present in the mucosa or alveoli
in basal conditions, or whether there is traffic between
these two compartments for sampling of the alveolar
environment. Recent work has shown that LDCs continu-
ally sample the contents of the alveoli, migrating to the
mediastinal lymph nodes, unlike the AM population
(Jakubzick etal.,, 2006). Spores may germinate within
AMs or LDCs as shown in studies carried out in vitro
(Guidi-Rontani et al., 1999; Dixon et al., 2000; Ruthel
et al., 2004), and toxins may also be secreted from within
these cells (Banks et al., 2005). The respective roles of
these two cell subsets remain unclear, but phagocytosis is
most efficient with LDCs (Cleret et al., 2006), and several
reports have shown macrophage sporocidal activities in
vitro, against germinating spores at least (Welkos et al.,
2002; Bozue etal.,, 2005; Hu et al., 2006; Ribot et al.,
2006). The LDC population is of particular interest in

studies of B. anthracis, because anthrax spores have
been shown to trigger the reprogramming of chemokine
expression by human DCs because of a loss of transcrip-
tion in tissue retaining chemokine receptors (CCR2,
CCR5) and the induction of lymph node homing receptor
CCRY7 gene transcription (Brittingham et al., 2005). This
reprogramming of chemokine receptor gene transcription
clearly indicates that B. anthracis may make use of the
ability of phagocytes to migrate. As LDCs are more effi-
cient than AMs for both phagocytosis and migration, they
may be the most suitable ‘vehicle’ for spreading germinat-
ing spores through the alveolo-capillary wall (Cleret et al.,
2006). LT has been shown to abolish the secretion of
pro-inflammatory cytokines by macrophages (Pellizzari
etal., 1999; Erwin etal.,, 2001; Bergman et al., 2005;
Ribot et al., 2006) and DCs, in several human and murine
models (Agrawal et al., 2003; Alileche et al., 2005; Brit-
tingham et al., 2005; Tournier et al., 2005). We showed, in
a spore infection model, that ET has specific inhibitory
effects and that this toxin cooperates with LT (Tournier
et al.,, 2005). LT also disrupts pulmonary phagocytes by
inhibiting the production of phospholipase A2 type IIA, a
crucial product for anthrax spore killing (Gimenez et al.,
2004). LT has been shown to inhibit the bactericidal activ-
ity of non-human primate AMs (Ribot et al., 2006). Thus,
LT and ET clearly inhibit the early secretion of pro-
inflammatory cytokines and the activation and/or recruit-
ment of other cells, such as PMN and monocytes.

ET and LT have been shown to inhibit the priming of
PMNs (O’Brien et al., 1985; Wright and Mandell, 1986),
and their ability to generate superoxide for bacterial killing
(Crawford et al., 2006). LT has been shown to prevent the
chemotaxis of PMNs, via MKK-1-independent mecha-
nisms involving the inhibition of actin polymerization
(During et al., 2005). In inhalational infections, LT blocks
the recruitment of PMNs at two crucial levels: by switching
off chemokine production by DCs (Brittingham et al.,
2005), and by blocking the chemotaxis of responding cells
(During et al., 2005). The monocytes are the only remain-
ing cells in the bloodstream that could potentially be mobi-
lized to fight B. anthracis proliferation in the alveoli.
However, LT inhibits the differentiation of monocytes into
macrophages, thereby preventing them from destroying
pathogens (Kassam et al., 2005). In a recent study, mac-
rophages were found to be critical to host survival in a
mouse model of infection, whereas PMNs seemed to play
a secondary, but necessary role in a fully functional
immune response to spores (Cote et al., 2006).

These data clearly show that both LT and ET play
prominent roles in silencing the phagocytes encountered
in the alveoli (AMs and LDCs). Furthermore, the germi-
nating spores seem to use AMs and/or LDCs, as a silent
vehicle (or ‘Trojan horse’) to carry them across the
alveolo-capillary space, enabling them to migrate into the
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Invasion phase: paracrine toxin effects
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Fig. 2. The early phase of inhalational anthrax. Lung phagocytes present in the alveolus (i.e. alveolar macrophages and lung dendritic cells)
efficiently take up spores by phagocytosis. Once inside the phagosome, the germinating spores secrete their toxins, inhibit pro-inflammatory
cell recruitment from blood vessels and trigger the migration of LDCs through the lymph nodes. At these stages, toxins have only paracrine

effects.

lymph nodes, and preventing the recruitment of mono-
cytes and PMNs.

The second phase: arrival in the mediastinal lymph
nodes and stifling of the adaptive immune response

By the time the pulmonary phagocytes arrive in the medi-
astinal lymph node, some germinating spores in the

© 2007 The Authors

phagosomes have already developed into bacilli and
proliferated, as previously suggested in studies of mac-
rophages in vitro (Ruthel et al., 2004) (Fig. 3). The exact
mechanisms of escape from the phagosome leading to
extracellular proliferation remain unknown. Antigen pre-
sentation may occur in the lymph nodes and the secreted
toxins therefore have major consequences for the
outcome of the adaptive immune response. Little is known
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Proliferation phase: local toxin effects
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Fig. 3. The proliferation phase. Bacilli efficiently escape from the phagosome and proliferate in the mediastinal lymph nodes. Toxin secretion
has local effects, impairing dendritic cell, T- and B-cell functions and paralysing the immune system.

about the role of adaptive immunity in inhalational
anthrax, mainly because the mean time to death in both
humans and animal models is too short for adaptive
immunity to play any significant role (Starnbach and
Collier, 2003). Indeed, in the follow-up study of the
patients with bioterrorism-related inhalational anthrax,
none of the five patients who died had any detectable
anti-PA antibody in their initial blood samples (Quinn et al.,
2004). In contrast, indirect results in animal vaccination
models indicate that the effector functions of memory B
and T cells efficiently counteract primary inhalational
infection with B. anthracis (Fellows et al., 2001). Never-
theless, several studies have shown that LT impairs
antigen presentation by inhibiting the expression of
co-stimulatory molecules by DCs (Agrawal et al., 2003;

Cleret et al., 2006). The pattern of cytokine secretion has
also been shown to disrupt activation of the humoral
immune response. LT has been shown to inhibit the
humoral response (Agrawal etal., 2003), whereas ET
induces a Th2 shift and enhances the humoral response,
following its administration by the subcutaneous and
mucosal routes (Duverger et al., 2006; Quesnel-Hellmann
et al., 2006).

Another aspect of immune silencing concerns the
effects of LT on the survival of macrophages and DCs.
Whatever the death pathways used to kill the APCs, the
death of these cells has many consequences for the
immune system. We recently suggested that APC apop-
tosis may serve as a ‘negative signal’ for the immune
system (Tournier and Quesnel-Hellmann, 2006). Indeed,
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Diffusion (terminal) phase: long-distance toxin effects
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Fig. 4. The terminal phase. The bacilli proliferate in the blood and at preferential sites, such as the brain, where they cause meningitis. The
high bacterial load results in the production of large amounts of toxins, which diffuse over long distances in the blood and have a wide range

of deleterious effects.

apoptotic blebs impair the activation of macrophages and
DCs recruited in the surrounding microenvironment. Bio-
logically, it would seem logical that LT and ET disrupt
activation through direct effects on DC functions and
through indirect effects on apoptotic DCs.

Recent studies focusing on T lymphocytes have shown
that LT and ET abolish T-cell activation by disrupting
antigen receptor signalling through the inhibition of NFAT
(nuclear factor of activated T cells) and AP-1, two tran-
scription factors essential for cytokine secretion (Paccani
et al.,, 2005). LT blocks IL-2 production in CD4-positive T
cells (Fang et al., 2005), and inhibits mouse lymphocyte
activation in vivo (Comer etal, 2005). LT has also
recently been shown to block MKK-dependent B-cell pro-
liferation and IgM production at low concentration,
impairing the humoral response (Fang et al., 2006).

At this stage, anthrax toxins inhibit the main effectors of
the adaptive immune response (DCs, T-helper cells, B
cells) within the sanctuary of the lymph node. The patients
of the 2001 bioterrorist outbreak presented septicaemia
associated with mediastinal lymphadenopathies and
pleural effusion. Clinically, these patients presented chest
pain, dyspnoea, coughing and vomiting, related to acute
mediastinal lymphadenopathy. In patients with such signs
and symptoms, the absence of appropriate antibiotic
treatment leads to the production of large amounts of
toxins by the proliferating bacilli, and their release into the
blood, ultimately resulting in progression to the final
stages of the disease and death.

© 2007 The Authors

The terminal phase: vascular collapse provoked by
the massive flux of toxins into the bloodstream

The last phase of the disease is correlated with long-
distance LT effects, as shown by studies carried out some
time ago on guinea pigs and mice (Smith and Keppie,
1954) and on monkeys (Klein etal., 1962). In the last
phase of disease progression, the bacilli proliferate in long
chains in the bloodstream and at preferential sites, such as
the brain, where they cause meningitis. As a result, large
amounts of LT and ET are released into the blood (Fig. 4).
LT causes major endothelial barrier disruption by increas-
ing the number of central actin fibres and modifying the
endothelial cell distribution of VE-cadherin, a major cellu-
lar constituent of the alveolo-capillary wall (Warfel et al.,
2005). These modifications, together with LT-induced apo-
ptosis (Kirby, 2004), may increase the permeability of the
capillary wall, leading to the cardiovascular distress
observed in patients in the late phase of infection.

The effects of each toxin have now been extensively
studied, following intravenous injection, in several models
in vivo. LT disrupts the endothelial barrier, resulting in
major vascular leakage following intraperitoneal injection
(Gozes etal., 2006), confirming previous reports of
hypoxaemia-mediated toxicity in a context of vascular
collapse in mice and rats (Moayeri et al., 2003; Cui et al.,
2004).

The role of ET in vivo is less clear, mainly because it
has been difficult to produce large enough amounts of
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recombinant toxins for in vivo experiments. Recent
studies have completely altered our understanding of the
role of ET, which has been shown to cause necrosis in a
zebrafish model (Voth et al., 2005), and to kill mice rapidly,
at lower doses than LT (Firoved etal, 2005). Mice
injected with ET rapidly display hypotension and
bradycardia. Macroscopic and pathological analyses of
mice following ET injection have demonstrated intestinal
intraluminal fluid accumulation, followed by focal necrosis
and lesions in many tissues, including the adrenal glands,
lymphoid organs, bone, bone marrow, heart and kidneys.
Finally, both LT and ET induce major pathological damage
and cardiovascular collapse following their administration.
The induction of major vascular leakage by ET and LT
may account for other clinical features, such as huge
mediastinal lymphadenitis and pleural effusion, contribut-
ing indirectly to respiratory distress.

One major feature observed on autopsy is extensive
haemorrhaging of the lymphoid organs (such as the
lymph nodes and spleen) (Guarner et al., 2003). Studies
in a mouse model have shown that LT injection induces
thrombopenia (Moayeri et al., 2003), associated with a
slower clotting time, a decrease in fibrinogenaemia and
the accumulation of fibrin deposits in tissue sections
(Culley et al., 2005). These autopsy findings are consis-
tent with recent reports showing that LT and ET exten-
sively disrupt platelet function and aggregation (Kau et al.,
2005; Alam et al., 2006). LT and ET may therefore be the
main causes of coagulation dysfunctions.

Finally, the effects described above in various animal
models closely resemble recent clinical observations of
toxin-induced shock following inhalational anthrax during
a bioterrorist outbreak. The LT- and ET-induced deregu-
lation of vascular homeostasis may be the main mecha-
nism leading to death (leaving aside meningitis diffusion),
even if appropriate antibiotic treatment is administered.
Thus, the administration of ET and LT to animals may
constitute a relevant model for improving our knowledge
of the third phase of inhalational anthrax.

Concluding remarks

Anthrax has a fascinating dual clinical presentation: a
life-threatening inhalational form and a relatively benign
cutaneous form. There is now evidence that anthrax
toxins function in a co-ordinated manner, abolishing the
immune response, ‘riding’ the Trojan horse and favouring
proliferation, thereby ensuring that infection is successful.
Major fundamental research efforts, since 2001, focusing
on the pathophysiology of B. anthracis, have greatly
increased our understanding of inhalational anthrax. It is
now clear that anthrax toxins are a key co-ordinate
element of virulence, causing this surprising form of pul-
monary bacterial infection that does not correspond to a

true pulmonary disease and that spreads through the
pulmonary tract in the absence of injury. In addition to
classical treatments of inhalational anthrax, including
appropriate antibiotic treatment and symptomatic health
care, new treatments specifically targeting the toxins,
such as inhibitors or recombinant antibodies, may even-
tually prove to be effective.
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Abstract

Bacillus anthracis edema factor (EF) is an adenylate cyclase that increases intracellular cCAMP concentrations. Since EF is present as a
contaminant in the licensed protective antigen(PA)-based vaccines, we investigated its effect on anti-PA humoral immune response in BALB/c
mice. We observed a significant increase of anti-PA IgG response in mice immunised with PA in association with EF as compared to PA alone.
These results clearly show an adjuvant effect of EF, which is consistent with the data concerning the cellular effects of EF on antigen-presenting
cells.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Anthrax; Edema factor; Adjuvant

1. Introduction secretion are very similar to the effects of other bacterial tox-
ins: cholera toxin (CT), pertussis toxin (PT) aBictherichia

Anthrax is a life-threatening disease of broad concern, coli heat-labile enterotoxin which have been used as mucosal
especially since it was exploited for bioterrorism. Its adjuvant.
causative agent iSBacillus anthracis, a spore-forming Because of its pivotal role in toxin penetration into the
bacterium which major known virulence factors include two cells, PA is the main target of anthrax vaccines. The protec-
toxins: edema toxin (ET) and lethal toxin (LT) formed by tive immunity obtained with acellular PA-based vaccines has
a protective antigen (PA) component associated with edemabeen demonstrated in several animal moglsThe current
factor (EF) or lethal factor (LF), respectively. PA binds to licensed PA-vaccines consist of filtered supernatants of an
at least two independent receptors on target cells. Uponavirulent toxinogeni®. anthracis culture. The U.K. vaccine
heptamerization on the cell surface, it facilitates the translo- contains ET and LT as contaminafit$. As a result, a strong
cation of the LF/EF moieties into the cytosol where they exert anti-LF response was observed in vaccinated volun{@grs
their toxic activities[1]. EF is a calcium- and calmodulin- To clarify the potential effects of anthrax toxins in
dependent adenylate cyclase that increases intracellulawvaccines, we measured the anti-PA antibody response after
cAMP concentrationg?]. LF is azinc-dependent metallopro-  immunisation with either PA, or PA and/or EF and/or LF. We
tease that cleaves mitogen-activated protein kinase (MAPK) observed that EF induced a significant increase of anti-PA
kinaseq3,4]. antibody titres, showing clearly an adjuvant effect of EF.

We recently demonstrated that ET impairs host dendritic
cell (DC) functions disrupting the secretion of cytokines,
especially interleukin (IL)-12p70 and tumor necrosis factor 2. Materials and methods

(TNF)-a but not IL-10[5]. The effects of ET on cytokine
2.1. Mice and reagents

* Corresponding author. Tel. +33 476 636 848; fax: +33 476 636 917. Six 8-week-old male BALB/c mice (CERJ, Mayenne,
E-mail address: jntournier@crssa.net (J.-N. Tournier). France) were housed under standard conditions. All

0264-410X/$ — see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vaccine.2005.08.065
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experiments were approved by the institutional ethical determined by a factorial analysis of variance (one way
committee for animal experiments. ANOVA, Holm-Sidak method).
PA, LF and EF were all from List Biological Laborato-
ries, Campbell, CA. CpG oligonucleotide 1826 (sequence ) .
TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT) was synthesised - Results and discussion

with a nuclease-resistant phosphorothioate backbone (MWG  \ye addressed the effects of anthrax toxins (EF and/or LF

biotech, Germany[p]. associated to PA) on the response against PA, the toxin com-
ponent currently used in licensed vaccines. After the first

2.2. Mouse immunisation injection, serum anti-PA IgG titres increased in the PA + EF
group as compared to PA alone but not significarfig(1A).

Mice were injected subcutaneously (20(per mice) with  After one boost, the difference in anti-PA 1gG titres became
PA alone or PA+LF or PA+EF or PA+LF or PA+LF+EF  pighly significant (one way analysis of variance test, Holm-
(10g of each per mice, all three components from List Bio- gjgak methodP < 0.0001) Fig. 1B). The effects of EF on
logical Laboratories, Campbell, CA). CpG 1826 was added hymoral anti-PA immune response favour the idea that EF
as adjuvant (1.g/mice). Control mice received CpG only. acts as an adjuvant when given with PA. We also observed
Animals were immunised on days 0 and 8. Mice were bled 1 3 significant increase of anti-PA antibodies in PA+LF and

week later and serum were kept-a80°C until use. PA + EF + LF groups® < 0.0001).
Next, we measured the anti-EF and anti-LF antibody titres
2.3. Anti-PA titre measurements by ELISA in serum of mice inthe relevant PA + EF versus PA+ EF + LF,

or PA + LF versus PA + EF + LF groups. We observed a slight

96-well plates (Nunc) were coated with purified PA, increase of anti-LF titres in PA + LF + EF groups as compared
or EF, or LF (100 ng/well) overnight at°€. Plates were  to PA+LF only Fig. 2), whereas anti-EF titres did not sig-
saturated with bovine serum albumin (BSA) 5% in phosphate nificantly differ in PA+EF and PA+EF + LF groups (data
buffered saline (PBS) at 3T for 1 h. After washing, serial  not shown). Taken together, these results confirmed that EF
dilutions of serum were added for 1 h at37. Plates were  increase the anti-PA and anti-LF antibody responses, when
then washed and peroxidase labelled anti-mouse IgG orco-administered.
anti-lgG1/lgG2a antibodies (Southern Biotechnology Asso-  We have previously shown that ET impairs DC cytokine
ciates, Birmingham, AL) were added for 1 h at"&7. Plates  secretion after infection of cells by spor&§. We observed
were washed and revelation was performed using tetram-that ET specifically inhibited DC TNF- (a pleiotropic
ethylbenzidine substrate. End point titres were expressed asytokine with a diverse range of biological activity in inflam-
the logo of the reciprocal of the last dilution of sample which  mation) and IL-12p70 (the main cytokine that drives T-helper

gave an OD value-2 x OD of a pool of control serum. lymphocyte type 1 polarization), while IL-10 secretion was
not affected. In a vaccine context, an imbalance toward
2.4. Statistical analysis high IL-10 and low IL-12p70 secretions triggers clearly

a Th2 shift for the lymphocyte bearing antigen-specific T
Statistical analysis was performed using the Sigm#%tat  cell receptor. We measured the anti-PA 1gG1/IgG2a isotype
software. Statistical differences between the groups weresecretions in PA and PA+EF groups. Although we saw a
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Fig. 1. Anti-PA IgG titres after one injection (A), and after one injection and one boost (B). Mice were immunised and bled as described & Restitts
shown are representative of three separate experiments rfedh); one way analysis of variance test, Holm-Sidak methp&; 3.0001 compared to PA
group.
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Fig. 2. Anti-LF 1gG titres after one injection and one boost. Mice were
immunised and bled as described in Sec#oResults shown are represen-
tative of three separate experiments (mgehiD.).

significant increase of IgG1 and IgG2a anti-PA isotypes in
PA + EF group as compared to PR€0.01 andP <0.001,
respectively), we did not observed any significant IgG1 shift,
which would favour the Th2 shift hypothesigig. 3). The
adjuvanticity of EF fits well with data concerning related
bacterial toxins inducing an increase of intracellular cAMP
such as cholera toxin (CTL0-12] pertussis toxin (PT)
[13] andE. coli heat-labile enterotoxifiLl4]. PT, CT andE.

coli heat-labile enterotoxin are AB toxins clearly distinct
from ET. ET has an adenylyl cyclase activity, while CT

* ok

anti-PA Log10 titre

2
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PA
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+
+

Fig. 3. Anti-PA IgG1 and IgG2a titres after one injection and one

boost. Black bars represent IgG1 and open bars represent IgG2a titres

(meant S.D.). Results shown are representative of three separate experi-
ments. One way analysis of variance test, Holm-Sidak methggk ©.001
and * < 0.01 compared to PA group.
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and E. coli heat-labile enterotoxin activatessubunits of

G proteins (Ga), a GTP-binding protein that stimulates
adenylyl cyclase leading to enhanced cAMP intracellular
level. In contrast, PT ADP-ribosylates thexGubunit of Gi
protein and thus inactivates it. The molecular interactions
and the cellular targets through which LT and CT mediate
their adjuvant properties are not completely understood
[15]. Further experiments are needed to investigate whether
ET adjuvant effect depends on its adenylyl cyclase activity.
Another point to further investigate would be if ET acts
directly on DCs or through T regulator induction as shown for
CT[11].

Strikingly, we observed a significant adjuvant effect for
LT, in opposition to a previous work showing that LT impairs
the humoral anti-ovalbumin response administered simulta-
neously to PA and LIFL6]. This apparent discrepancy could
be explained by the distinctintracellular process of ovalbumin
and PA. PA interacts with at least two membrane receptors to
form a pore in a pH-dependent manner in the endodaifie
leading probably to a different processing pathway for MHC
presentation. Further, the slight anti-PA titres diminution in
the PA+LF+EF as regards to the PA+EF group (as well
as the slight increase of anti-LF titres in the PA+LF + EF as
compared to the PA+LF group) could be explained by EF
and LF competition for access to PA prepore.

4. Conclusions

ET has a potent adjuvant effect that should be taken
into account. ET beneficial effect on anti-PA response may
be exploited in future vaccine development to increase the
immune humoral response.
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Résumé

Bacillus anthracis est un bacille Gram positif responsable d’une anthropozoonose touchant
accidentellement ’homme et pouvant provoquer une détresse respiratoire aigué compliquée d’un
choc toxique et septique. Son pouvoir pathogeéne repose essentiellement sur I’expression de genes
de virulence incluant deux toxines (la toxine 1étale (LT) et la toxine cedématogene (ET)) ; ainsi que
sur la syntheése d’une capsule.

Nous nous sommes intéressés a 1’étude physiopathologique du charbon d’inhalation, pathologie
singuliere par sa sévérité et sa rapidité d’évolution. Les phagocytes pulmonaires représentent une
cible particulierement importante au cours de I’infection. Toutefois, le role des cellules dendritiques
(DC), cellules tres proches des macrophages mais beaucoup plus importantes en terme de contrdle
de D’activation du systeme immunitaire et de sécrétion de cytokines, n’a jamais été démontré.
Conformément a la littérature, nous avons identifié une population de DC pulmonaires (DCpulm)
myéloides dans le parenchyme pulmonaire.

Nous avons étudié la migration des différentes populations cellulaires du parenchyme
pulmonaire au cours d’une infection in vivo dans le but de comprendre les mécanismes cellulaires
d’entrée du pathogene et tout particulicrement le passage de la barriere alvéolo-capillaire.

Nous avons effectué des infections par voie intra-nasale avec une souche acapsulée/toxinogene
exprimant la gfp et permettant le suivi de l’infection. L’analyse des différents compartiments
cellulaires ciblés par I’infection (lavages bronchio-alvéolaire (LBA), parenchyme pulmonaire et
ganglions lymphatiques thoraciques (TLN)) montre que dés 10 minutes, les macrophages
alvéolaires (MA), présents dans les LBA, phagocytent les spores. A partir de 30 min apres
I’infection, les DCpulm parenchymateuses phagocytent des spores sans avoir migré dans les
alvéoles. La migration de DCpulm infectées jusqu’aux TLNs est observée des 30 min. Apres 6
heures, des DCpulm et des monocytes sont recrutés dans les LBA. Ces DCpulm présentent une
forte capacité de phagocytose comparativement aux MA.

Un modele de souris transgénique CX3;CR17#® dont les DCpulm myéloides expriment
constitutivement la gfp, nous a permis de visualiser physiologiquement (en 1’absence de tout
marquage) ces cellules au cours de I’infection. Nous avons infecté ces souris avec des spores de B.
anthracis marquées chimiquement a 1’ Alexa-647. Ce mode¢le confirme nos résultats obtenus avec le
premier modele.

Nous avons ensuite étudié I’effet des toxines sur les DCpulm murines purifiées ex vivo, étude
correspondant physiologiquement aux phases plus avancées de I'infection. Les résultats montrent
qu’apres infection avec des souches de B. anthracis exprimant LT, 1’expression des marqueurs de
co-stimulation et du CMH de classe II par les DCpulm est spécifiquement inhibée.

LT inhibe sélectivement la production de TNF-o, d’IL-10 et d’IL-6 par les phagocytes du
parenchyme pulmonaire tandis que la souche sécrétant uniquement ET inhibe le TNF-o, mais
augmentent significativement la production d’IL-6 sans affecter la scrétion d’IL-10,
comparativement a l’infection avec une souche atoxinogene/acapsulée. Ces résultats démontrent
que les toxines, secrétées treés précocement au cours de I’infection par B. anthracis, modifient les
fonctions des DCpulm, désorganisant ainsi la réponse immunitaire et permettant 1’évasion du
pathogene.
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